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ABREVIATURAS 
 
2’-5’OAS 2’-5’ Oligoadenilato sintetasa  
BCoV Coronavirus bovino 
BHK-pAPN Células de riñón de hámster que expresan la aminopeptidasa N porcina 
BSL Horquilla de gran complejidad o Bulged Stem-Loop  
Cap 7-metilguanosina trifosfato 
CCL2 MCP1	  o	  proteína	  quimioatrayente	  de	  monocitos	  1	  
cDNA Ácido desoxirribonucléico complementario 
CoV Coronavirus 
Cp Ceruloplasmina 
CRT Complejo de replicación-transcripción 
CXCL11 IP-9 o proteína 9 inducida por IFN-γ 
CXCL9 MIG o monoquina inducida por IFN-γ 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
dNTPs Desoxinucleótidos trifosfato 
dsRNA RNA de doble cadena 
DTT 1,4-Ditiotreitol 
EDTA Ácido etilén diaminotetraacético 
EMSA Ensayo de ratardo de movilidad electroforética 
EPRS Glutamil-prolil-tRNA sintetasa  
ERGIC Cisternas del compartimento intermedio celular 
GAIT Sistema del inhibidor de traducción inducido por IFN-g 
GAPDH Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
gRNA RNA genómico 
GUS-β  Beta-glucuronidasa  
HCoV Coronavirus humano 
Hdi Horas después de la infección 
Hdt Horas después de la transfección 
hnRNP Ribonucleoproteína heterogénea nuclear 
Huh-7 Células de hepatocarcinoma humano 
HVR Región hipervariable 
IBV Virus de la bronquitis infecciosa 
IFN Interferón 
kb Kilobase 
kDa Kilo Dalton 
L13a Proteína ribosonal L13a 
MDA-5 Gen-5 asociado a la diferenciación del melanoma 
Mdi Multiplicidad de infección 
MERS-CoV Coronavirus causante del síndrome respiratorio de Oriente Medio 
MHV Virus de la hepatitis del ratón 
mRNA Ácido Ribonucleico mensajero 
NF-κB Factor de transcripción nuclear-κB 
nsp Proteína no estructural 
nt Nucleótido 
Abreviaturas   
 
p100 Factor transcripcional p100  
PABP Proteína de unión a poliA 
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PAMP Patrones moleculares asociados a patógenos  
pb Pares de bases 
PBS Tampón fosfato salino 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PDEV Virus de la diarrea epidémica porcina 
PK Pseudoknot 
PKR Quinasa dependiente de dsRNA  
PLP Proteasa similar a papaína 
PoliA Cola de poliadeninas 
PRCoV Coronavirus respiratorio porcino 
PRR Receptor celular específico de patógeno 
PTB Proteína de unión a tractos de polipirimidinas  
PTV Aislado del TGEV purdue type virus 
RdRp RNA polimerasa dependiente de RNA 
RE Retículo endoplásmico  
RIG-I Gen I inducible por ácido retinoico  
RIP Inmunoprecipitación de RNA 
RLR Receptores de tipo RIG-I 
RNA Acido Ribonucleico 
RRS Arginil tRNA sintetasa  
RT  Reacción de retrotranscripción 
RT-PCR PCR acoplada a transcripción reversa 
RT-qPCR PCR cuantitativa acoplada a la transcripción reversa 
rTGEV Virus de la gastroenteritis porcina transmisible recombinante 
SARS-CoV Coronavirus responsable del síndrome respiratorio agudo y severo 
SCDV Deltacoronavirus del cerdo 
SDS Dodecilsulfato sódico 
sgmRNA Ácido Ribonucleico mensajero subgenómico 
siRNA RNA pequeño interferente 
SL Estructura a modo de horquilla 
ST Línea celular epitelial de testículo de cerdo 
TGEV Virus de la gastroenteritis porcina transmisible 
TGF-β Factor	  de	  crecimiento	  transformante	  beta	  1	  
TLR Receptor de tipo Toll  
TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa 
tRNA RNA de transferencia 
U937 Células monocíticas humanas 
UFP Unidades formadoras de placas 
UTR  Región no traducida 
VDM  Vesículas de doble membrana 
WB Western blot 
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I. RESUMEN EN INGLÉS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	   
 	  
	   	   Resumen	  en	  Inglés	  
	   1 
Coronaviruses (CoVs) are enveloped, positive-sense RNA viruses that belong to 
the order Nidovirales, causing respiratory and enteric infections in a wide range of 
animals and human. CoV replication and transcription take place at cytoplasmic 
double membrane vesicles and is mediated by the viral replicase. These processes 
require the specific recognition of RNA cis-acting signals located at the ends of the 
viral genome. Similarly to many other RNA viruses, the virus-encoded replication 
complex presumably associates with host-cell proteins to complete the synthesis of 
viral RNA. Using transmissible gastroenteritis coronavirus (TGEV) as a model, we 
previously identified nine cellular proteins interacting with the genome 3’ end, 
including the heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs) A0, A1, A2/B1, Q 
and U, the translational factors glutamyl-prolyl-tRNA synthetase (EPRS), arginyl-tRNA 
synthetase (RRS) and poly(A)-binding protein (PABP), and the p100 transcriptional 
coactivator. From these proteins, a functional role on viral RNA synthesis was 
reported for hnRNP Q, EPRS and PABP. In this thesis, the functional study was 
extended to the proteins RRS and p100, and a positive role of both cell proteins in 
the viral RNA synthesis was demonstrated by silencing analysis.  
The RNA domains interacting with the cell proteins involved in TGEV RNA 
synthesis were further analyzed to study their mechanisms of action. After several 
RNA mapping stages, a 32-nt RNA motif located at the 3’ end of the TGEV genome 
was found to specifically interact with EPRS and RRS. This interaction was also 
observed during the infection, where both tRNA synthetases specifically interacted 
with the viral genomic and subgenomic RNAs. Interestingly, both aminoacil tRNA 
synthetases were incorporated into the viral particle, possibly through their 
interaction with the viral genome RNA. This RNA motif presented high homology in 
sequence and secondary structure with the gamma interferon activated inhibitor of 
translation (GAIT) element, which is present at the 3’ end of several mRNAs coding 
proinflammatory proteins. The GAIT element is involved in the translation silencing 
of these mRNAs through its interaction with the GAIT complex [EPRS, hnRNP Q, L13a, 
and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)] to favor the resolution of 
inflammation. Similarly to the cellular GAIT element, the viral RNA domain was able 
to bind the GAIT complex and inhibit the in vitro translation of a chimeric mRNA 
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containing this motif, suggesting that the viral RNA domain could constitute the first 
GAIT-like motif described in a positive RNA virus.  
To test the functional role of the GAIT-like motif in TGEV infection, two 
recombinant viruses harboring mutations in this motif were engineered and 
characterized. Abrogation of the GAIT-like motif did not affect virus growth in cell 
cultures. However, an exacerbated innate immune response, mediated by the 
melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5) pathway, was observed in cells 
infected with the mutant viruses compared with the parental virus infection. 
Furthermore, mutant viruses were more sensitive to interferon beta than the 
parental virus. Altogether, these data suggested that the GAIT-like motif modulates 
the host innate immune response. 
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1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS CORONAVIRUS 
1.1. Clasificación taxonómica 
Los Coronavirus (CoVs) son virus con envuelta y un genoma de RNA no 
segmentado de cadena sencilla y polaridad positiva. Los CoVs pertenecen a la familia 
Coronaviridae, que junto a las familias Arteriviridae, Roniviridae y Mesoniviridae 
constituyen el orden Nidovirales (del latín Nidus, nido) (Fig. 1), el cual se caracteriza 
por la generación de mRNAs 3’ coterminales o anidados (Enjuanes y col., 2008; 
Carstens, 2010; de Groot y col., 2011). La familia Coronaviridae engloba a su vez a las 
subfamilias Torovirinae, formada por los géneros Torovirus y Bafinivirus, y 
Coronavirinae, constituida por los géneros Alfacoronavirus, Betacoronavirus, 
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (α, β, γ y δ, respectivamente) (de Groot y col., 
2011). Los miembros de ambas subfamilias presentan una organización genómica y 
una estrategia de replicación similar, pero difieren en la longitud del genoma y en la 
estructura del virión (Fig. 1). 
 
 
 
Figura 1. Taxonomía del orden Nidovirales. Se muestran las familias, subfamilias y géneros del 
orden Nidovirales, junto con micrografías electrónicas representativas de cada género. Barra, 50 nm. 
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1.2. Enfermedades causadas por CoVs. Importancia sanitaria y socioeconómica 
Los CoVs de los géneros α y β infectan a mamíferos, incluido el hombre, los del 
género γ a aves y los del género δ tanto a mamíferos como a aves, causando 
principalmente enfermedades respiratorias y gastrointestinales de gran relevancia en 
salud humana y animal, aunque en algunos casos también son responsables de 
afecciones hepáticas, cardiacas, oculares y del sistema nervioso (Perlman y col., 2000; 
Masters, 2006; Li y col., 2014) (Tabla I).  
Históricamente, la infección por CoVs en humanos ha estado asociada a los 
resfriados comunes, causados fundamentalmente por los CoVs humanos (HCoVs) 
HCoV-229E y HCoV-OC43 (Masters, 2006). Sin embargo, la emergencia en 2002 del 
CoV responsable del síndrome respiratorio agudo y severo (SARS-CoV), que infectó a 
más de 8000 personas de 32 países con una mortalidad cercana al 10%, cambió 
profundamente la percepción histórica de los CoVs (Drosten y col., 2003; Rota y col., 
2003; Stadler y col., 2003). A partir de este momento, los CoVs adquirieron gran 
relevancia y se intensificaron los programas de vigilancia médica, identificándose dos 
nuevos CoVs humanos, el HCoV-HKU1 y el HCoV-NL63, como los agentes 
responsables de numerosos casos de bronquitis y neumonías relativamente graves 
en niños y adultos (van der Hoek y col., 2004; Woo y col., 2005). Finalmente, la 
reciente emergencia en 2012 del CoV causante del síndrome respiratorio de Oriente 
Medio (MERS-CoV) (Zaki y col., 2012), ha potenciado aún más la relevancia de los 
CoVs como patógenos humanos importantes, incrementándose su estudio con el fin 
de desarrollar terapias efectivas. 
En animales, los CoVs son responsables de enfermedades de gran importancia 
en explotaciones ganaderas (CoV porcinos, bovinos y aviares), en animales de 
compañía (CoVs caninos y felinos) y en animales de experimentación (CoVs murinos) 
(Cavanagh, 2005; Lai y col., 2007; Perlman y Netland, 2009). Entre estos, el 
Deltacoronavirus del cerdo (SCDV), el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) y el 
virus de la gastroenteritis porcina transmisible (TGEV), han causado y siguen 
causando graves daños en la cabaña porcina mundial (Saif y Wesley, 1992; Song y 
Park, 2012; Huang y col., 2013; Li y col., 2014; Marthaler y col., 2014). El TGEV, modelo 
de estudio de esta tesis doctoral, es un Alfacoronavirus que produce una enteritis 
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muy contagiosa en lechones recién nacidos, con una tasa de mortalidad cercana al 
100% (Saif y Wesley, 1992). La enfermedad se describió por primera vez en EEUU 
(Doyle y Hutchings, 1946) y desde entonces se ha identificado en numerosos países 
europeos, en América Central y del Sur, en Canadá y en diversos países asiáticos.  
 
Tabla I. Géneros y especies de la subfamilia Coronaviridae 
Género Especie Designación(a) Hospedador Enfermedad 
α  Virus de la gastroenteritis porcina 
transmisible TGEV Cerdo Enteritis 
 CoV respiratorio porcino PRCoV Cerdo Respiratoria 
 Virus de la peritonitis infecciosa felina FIPV Gato Peritonitis 
 CoV canino CCoV Perro Enteritis 
 CoV humano 229E HCoV-229E Humano Respiratoria 
 Virus de la diarrea epidémica porcina PEDV Cerdo Enteritis 
 CoV humano NL63 HCoV-NL63 Humano Neumonía 
 CoV felino FCoV Gato Peritonitis 
 CoV de murciélago HKU2 BatCoV-HKU2 Murciélago Asintomático 
 CoV de murciélago 512 BatCoV-512 Murciélago Asintomático 
 CoV de murciélago HKU8 BatCoV-HKU8 Murciélago Asintomático 
     
β  Virus de la hepatitis de ratón MHV Ratón Hepatitis 
 CoV humano OC43 HCoV-OC43 Humano Enteritis 
 CoV del SARS SARS-CoV Humano Neumonía 
 CoV del MERS MERS-CoV Humano Neumonía Nefritis 
 CoV bovino BCoV Vaca Enteritis 
 Virus de la encefalitis hemaglutinante 
porcina 
HEV Cerdo Encefalitis 
 CoV de la rata RCoV Rata Respiratoria 
 Virus de la sialodacrioadenitis SDVA Rata Adenitis 
 CoV equino ECoV Caballo Enteritis 
 CoV humano HKU1 HCoV-HKU1 Humano Neumonía 
 CoV de murciélago HKU3 BatCoV-HKU3 Murciélago Asintomático 
 CoV de murciélago HKU5 BatCoV-HKU5 Murciélago Asintomático 
 CoV de murciélago HKU9 BatCoV-HKU8 Murciélago Asintomático 
     
γ  Virus de la bronquitis infecciosa IBV Pollo Respiratoria 
 CoV del pavo TCoV Pavo Nefritis 
 CoV de la ballena Beluga SW1 BWCoV-SW1 Beluga Desconocido 
     
δ  CoV del Bulbul HKU11 BuCoV HKU1 Pájaro Desconocido 
CoV del Munia HKU13 MuCoV HKU13 Pájaro Desconocido 
CoV del Cerdo HKU15 PorCoV HKU15 Cerdo Enteritis 
(a) En esta memoria se utiliza la nomenclatura de la subfamilia Coronaviridae del noveno informe del 
Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) (Carstens, 2010). 
 
Introducción    
	  6 
Actualmente, la mayor parte de ganado porcino europeo presenta inmunidad parcial 
frente al TGEV (Enjuanes y Van der Zeijst, 1995; Pensaert y Van Reeth, 1998) debido a 
la diseminación de un mutante natural atenuado, el CoV respiratorio porcino 
(PRCoV), el cual no produce síntomas clínicos. En otros países la diseminación del 
PRCoV no parece haber sido tan efectiva como en Europa (Woods y Wesley, 1998) y 
la enfermedad continúa siendo un problema económico para los productores de 
ganado porcino, particularmente en cabañas porcinas seronegativas de EEUU, 
América del Sur, Rusia y China. 
Desde la emergencia del SARS-CoV, uno de los retos más importantes de los 
coronavirólogos ha sido la identificación del reservorio zoonótico de los CoVs. Como 
consecuencia de estos estudios, en los últimos 10 años se han descrito al menos 60 
CoVs que infectan murciélagos, muchos de los cuales son antecesores comunes 
recientes de los CoVs de los géneros α y β, incluyendo CoVs muy similares al SARS-
CoV y al MERS-CoV (Dominguez y col., 2007; Woo y col., 2007; Decroly y col., 2008; 
Gloza-Rausch y col., 2008; Tong y col., 2009; Annan y col., 2013; Graham y col., 2013).  
Actualmente, todos los datos obtenidos sugieren que los murciélagos constituyen el 
reservorio natural de los CoVs. Este hecho, junto con las recientes emergencias del 
SARS-CoV y el MERS-CoV, reflejan la facilidad de los CoV para transmitirse a nuevas 
especies, entre ellas los humanos, y su gran potencial para adaptarse rápidamente a 
éstas (Graham y col., 2013).  
 
1.3. Estructura y composición del virión 
Los CoVs son virus esféricos con un diámetro de 100-160 nm que presentan dos 
niveles estructurales bien definidos. El primer nivel estructural consiste en una 
envuelta lipídica donde se encuentran integradas las proteínas estructurales S, M y E, 
comunes a todos los CoVs, junto a otras proteínas exclusivas de especie. En el interior 
del virión aparece un segundo nivel estructural constituido por una nucleocápsida 
helicoidal formada por el genoma viral asociado a la proteína N (Fig. 2). 
La proteína S, o proteína de las espículas, es una glicoproteína de membrana de 
tipo I de 150 a 200 kDa. Es la proteína más prominente de la envuelta viral y se 
ensambla formando trímeros que constituyen las espículas o peplómeros que 
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confieren a la superficie del virión la forma de corona característica de los CoVs 
(Delmas y Laude, 1990). La proteína S media la unión con el receptor celular y la 
fusión entre las membranas del virus y la célula hospedadora, facilitando la entrada 
del virus en las células, es la proteína responsable de la especificidad de tejido y 
especie, y la principal inductora de anticuerpos neutralizantes (Jiménez y col., 1986; 
Sánchez y col., 1999; Gallagher y Buchmeier, 2001). 
La proteína M, o proteína de membrana, es el componente estructural más 
abundante del virión (Sturman y Holmes, 1977; Sturman y col., 1980) y está implicada 
en los procesos de morfogénesis y ensamblaje viral (Nguyen y Hogue, 1997). Es una 
glicoproteína de unos 29 a 36 kDa, formada por un pequeño segmento N-terminal 
situado hacia el exterior de la partícula viral, tres dominios transmembrana y un 
extremo C-terminal orientado hacia el interior del virión que interacciona con la 
proteína N. En el caso específico del TGEV, la proteína M presenta una segunda 
topología (M’) en donde ambos extremos aparecen orientados hacia el exterior de la 
partícula viral (Fig. 2) (Escors y col., 2001). 
 
 
 
Figura 2. Estructura del virión del TGEV. (A) Modelo estructural de la partícula viral. Se muestran los 
niveles estructurales que la conforman, la envuelta lipídica en la que se integran las proteínas S, E y M 
(en dos conformaciones M y M’) y la nucleocápsida helicoidal formada por el genoma RNA asociado a 
proteína N. (B) Micrografía electrónica de viriones purificados. Se observan los peplómeros formados 
por la proteína S, que dan al virus un aspecto de corona. Barra, 50 nm.  
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La proteína E, o de la envuelta, es una proteína integral de membrana de unos 10 
kDa que aparece en cantidades minoritarias en la envuelta viral. En la célula infectada 
es una de las proteínas virales más abundantes y junto con la proteína M está 
implicada en el ensamblaje y morfogénesis viral (Ortego y col., 2002; Kuo y Masters, 
2003). Recientemente, se ha demostrado que la proteína E forma canales iónicos 
(Verdia-Baguena y col., 2012; Verdia-Baguena y col., 2013) y es un factor de virulencia 
que modula la respuesta celular a estrés de retículo y la inflamación (DeDiego y col., 
2011; Jiménez-Guardeño y col., 2014; Nieto-Torres y col., 2014).  
Además de las proteínas S, M y E, algunos CoVs del género β presentan en la 
envuelta viral otras proteínas específicas de especie, como una proteína con 
homología a la hemaglutinina en el caso del virus de la hepatitis de ratón (MHV) 
(King y col., 1985; Brian y Baric, 2005) o las proteínas accesorias 3a, 6, 7a y 7b en el 
caso del SARS-CoV (Ito y col., 2005; Shen y col., 2005; Huang y col., 2006; Huang y col., 
2007; Schaecher y col., 2007), cuyo papel en el ciclo viral se conoce sólo 
parcialmente. 
La proteína N, o nucleoproteína, es una fosfoproteína de unos 40 kDa que se une 
al RNA genómico (gRNA) viral para formar la nucleocápsida helicoidal. Además de su 
papel estructural, la proteína N juega un papel fundamental en la síntesis de RNA 
virales, posiblemente a través de su actividad chaperona de RNA (Thiel y col., 2003; 
Almazán y col., 2004; Schelle y col., 2005; Zúñiga y col., 2007; Zúñiga y col., 2010), y 
actúa como un antagonista de la respuesta antiviral mediada por interferón (IFN) de 
tipo I (Ye y col., 2007; Lu y col., 2011). 
 
1.4. Estructura del genoma y expresión génica 
El genoma de los CoVs consiste en una molécula de RNA no segmentado, de 
cadena sencilla y polaridad positiva con un tamaño que varía entre 28 y 30 kb, 
representando el genoma viral de RNA de mayor tamaño conocido (Enjuanes y col., 
2008; de Groot y col., 2011). Estructuralmente, se asemeja a los mRNAs celulares ya 
que posee una estructura cap en el extremo 5’ (Page y col., 1990), una cola de poliA 
en el extremo 3’ (Jacobs y col., 1986) y regiones no traducidas en ambos extremos (5’ 
UTR y 3’ UTR). A diferencia de los mRNAs celulares, el genoma de los CoVs es 
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policistrónico y presenta una secuencia líder en el extremo 5’ que es esencial en la 
replicación y transcripción del genoma viral (Fig. 3). 
Aproximadamente, los dos primeros tercios del genoma están ocupados por el 
gen de la replicasa, el cual está formado por dos fases de lectura abierta solapantes 
(ORF 1a y ORF 1b) que se traducen directamente desde el gRNA al inicio de la 
infección dando lugar a dos poliproteínas co-amino terminales denominadas pp1a y 
pp1ab (Fig. 3). La pp1ab se traduce mediante un salto de fase del ribosoma (Brierley y 
col., 1989) que tiene lugar en la región de solapamiento de las dos ORFs, el cual 
permite evitar el codón de terminación de la ORF 1a y continuar la traducción dentro 
de la ORF 1b. Ambas poliproteínas se autoprocesan proteolíticamente dando lugar a 
16 proteínas no estructurales (nsps) que junto con la proteína N y la posible 
participación de proteínas celulares formarán el complejo de replicación-
transcripción (CRT) (Ziebuhr y col., 2000; Ziebuhr, 2005; Enjuanes y col., 2006a; 
Masters, 2006). 
El tercio final del genoma viral contiene los genes estructurales S, E, M y N, y un 
grupo de genes accesorios o específicos de especie cuyo número y posición en el 
genoma varía entre las distintas especies del CoV (Masters, 2006; Carstens, 2010; de 
Groot y col., 2011). En el caso del TGEV existen tres genes accesorios, los genes 3a y 
3b que se localizan entre los genes S y E y el gen 7 que se localiza después del gen N 
(Fig. 3). Los genes 3a y 3b son dispensables para la replicación del virus in vitro e in 
vivo y se desconoce su posible función en virulencia (Vaughn y col., 1995; Curtis y 
col., 2004), mientras que el gen 7 es un factor de virulencia que contrarresta la 
respuesta antiviral del huésped mediante su asociación con la subunidad catalítica 
de la proteína fosfatasa I (PP1c) (Cruz y col., 2011; Cruz y col., 2013). A diferencia del 
gen de la replicasa, los genes estructurales y accesorios se expresan a partir de una 
colección de mRNAs subgenómicos (sgmRNAs) 5’ y 3’ coterminales, los cuales 
incluyen en el extremo 5’ la secuencia líder que está presente en el genoma viral (Fig. 
3) (Masters, 2006). Esta secuencia, que en el caso del TGEV es de 99 nt, se incorpora a 
los sgmRNAs mediante un proceso de síntesis discontinua dirigido por las secuencias 
reguladoras de la transcripción (TRSs) que se localizan en el genoma viral al final de la 
secuencia líder y precediendo a cada uno de los genes del extremo 3’ (Zúñiga y col., 
2004; Sola y col., 2005; Enjuanes y col., 2006b). A pesar de que los sgmRNAs 
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generados son policistrónicos, por lo general, sólo se traduce la ORF situada más 
próxima al extremo 5’. 
 
 
 
Figura 3. Expresión génica del TGEV. En la parte superior se muestra el esquema del genoma del 
TGEV, la estructura cap, la secuencia líder (L), los genes virales (ORF1a, ORF1b, S, 3a, 3b, E, M, N, 7), la 
región 3’ no traducida (UTR), el poliA (An) y las TRS (triángulos rojos). En la parte central se muestran 
los RNAs virales resultantes de la transcripción, numerados por tamaño del 1 al 7, indicándose su 
polaridad y estructuras terminales comunes. Las secuencias líder y antilíder se muestran en rojo y la 
secuencia codificante traducida a partir de cada mensajero policistrónico en azul oscuro. En la parte 
inferior se muestran las poliproteínas de la replicasa sin procesar.  
 
1.5. Ciclo infectivo 
El ciclo infectivo de los CoVs (Fig. 4) comienza con la unión de la proteína S del 
virión al receptor celular, que en el caso de TGEV es la aminopeptidasa N porcina 
(pAPN) (Delmas y col., 1992), promoviendo la internalización del virus. Después de la 
entrada del virus se produce el desemsablaje del virión y la liberación del genoma 
viral al citoplasma, donde es traducido dando lugar a las poliproteínas pp1a y pp1ab. 
Ambas poliproteínas son autoprocesadas por 3 proteasas virales generando 16 nsps 
que junto con la proteína N y la posible participación de proteínas celulares 
constituyen el CRT, el cual se ensambla en unas vesículas citoplasmáticas de doble 
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Figura 4. Ciclo infectivo de CoVs. Se muestra un esquema de la infección por el TGEV en la que se 
indican las diferentes fases del ciclo infectivo. Nsps, proteínas no estructurales del gen de la replicasa; 
VDM, vesículas de doble membrana; CRT, complejo de replicación-transcripción; RE, retículo 
endoplásmico; ERGIC, compartimento intermedio; GOLGI, complejo de Golgi.  
 
membrana (VDM) interconectadas con el retículo endoplásmico (RE). En estas 
estructuras tiene lugar la síntesis de los genomas progenie (replicación) y de los 
sgmRNAs (transcripción) utilizando como molde el genoma entrante (Sawicki y 
Sawicki, 1990; Gosert y col., 2002; Enjuanes y col., 2006a; Masters, 2006; Snijder y col., 
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2006; Sawicki y col., 2007; Knoops y col., 2008; Galán y col., 2009). Posteriormente, los 
sgmRNAS se traducen dando lugar a las proteínas estructurales y accesorias del 
extremo 3’ del genoma. Las proteínas de la envuelta S, M y E se incorporan en la 
membrana del RE y se translocan a las cisternas del compartimento intermedio 
celular (ERGIC) (Tooze y col., 1984; Stertz y col., 2007). Paralelamente, la proteína N se  
asocia con los nuevos genomas progenie formando las nucleocápsidas helicoidales, 
las cuales se asocian con los componentes estructurales virales integrados en el 
ERGIC. Este proceso esta mediado por la interacción de la proteína N con el domino 
C-terminal de la proteína M y conduce a la invaginación de la membrana del ERGIC 
entorno a las nucleocápsidas dando lugar a la formación de los viriones inmaduros 
(Sturman y col., 1980; Narayanan y Makino, 2001). Los viriones se acumulan en 
vesículas y maduran durante su tránsito a través del Golgi (Salanueva y col., 1999). 
Finalmente, las vesículas cargadas con los viriones ya maduros se fusionan con la 
membrana plasmática liberando la progenie viral al medio extracelular. En algunos 
CoVs, una fracción de la proteína S se incorpora en la membrana plasmática donde 
media la fusión de la célula infectada con otra adyacente no infectada dando lugar a 
la formación de sincitios multinucleados (Masters, 2006). 
 
2. SÍNTESIS DE RNA EN CoV 
La síntesis de RNA en CoV incluye dos procesos coordinados claramente 
diferenciados, la replicación del genoma viral y la transcripción de los sgmRNAs. 
Ambos procesos son llevados a cabo por el CRT en las VDMs y requieren el 
reconocimiento específico de elementos de RNA en cis localizados en ambos 
extremos del genoma (Brian y Baric, 2005; Enjuanes y col., 2006a; Galán y col., 2009; 
Sola y col., 2011b). Tanto en la replicación como en la transcripción se utiliza la 
misma molécula molde, el gRNA de polaridad positiva, por lo que deben de existir 
mecanismos de control de tipo espacial y temporal que regulen ambos procesos. 
 
2.1. Transcripción 
En CoVs el proceso de transcripción está dirigido por las TRSs, formadas por un 
hexanucleótido central conservado (CS), cuya secuencia varía dependiendo de la 
especie de CoV, flanqueado por secuencias de longitud variable denominadas 5’ y 3’ 
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TRSs (Fig. 5) (van Marle y col., 1999; Baric y Yount, 2000; Pasternak y col., 2001; Zúñiga 
y col., 2004; Sola y col., 2005). Según el modelo actualmente aceptado, el proceso de 
transcripción se iniciaría copiando el extremo 3’ del genoma hasta alcanzar las 
distintas TRSs que preceden a cada gen (TRS-B), las cuales actuarían como señales de 
parada para la polimerasa viral. Una vez copiada la CS de la TRS del gen 
correspondiente (CS-B), se produciría un cambio de molde y el apareamiento de la 
TRS-B de la cadena negativa naciente con la TRS del líder (TRS-L). Finalmente, la 
secuencia del líder se copiaría para generar los sgmRNAs de polaridad negativa que 
 
 
 
Figura 5. Modelo de transcripción de CoV. El RNA genómico (gRNA) y subgenómico (sgmRNA) de 
polaridad positiva (+) se muestran con una barra de color azul oscuro, donde se indican la secuencia 
líder (L) en rojo y las TRS del líder (TRS-L) y de los genes (TRS-B) en amarillo. La línea curva discontinua 
representa el plegamiento propuesto que permite la aproximación de secuencias alejadas del 
genoma, el cual parece estar mediado por interacciones RNA-RNA, RNA-proteína y proteína-proteína 
(globalmente representado como óvalos grises). El sgmRNA de polaridad negativa (−) se muestra con 
una barra de color gris, donde se indican las secuencias complementarias del líder (cL) en color 
naranja oscuro y de las TRS de los genes (cTRS-B) en amarillo claro.  
 
servirían de molde para la síntesis asimétrica de los sgmRNAs de polaridad positiva 
(Fig. 5). Este mecanismo de transcripción implica la aproximación en el espacio de 
regiones distales del genoma, posiblemente mediada por interacciones RNA-RNA, 
RNA-proteína y proteína-proteína (Fig. 5) (Curtis y col., 2004; Zúñiga y col., 2004; Sola 
y col., 2005; Enjuanes y col., 2006b; Yount y col., 2006). 
CS-L CS-B An 3’ 
TRS-L TRS-B 
gRNA 5’ L 
5’ An 3’ 
Un 5’ 3’ 
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2.2. Replicación 
A diferencia del mecanismo de transcripción, la replicación del genoma viral es 
un proceso continuo que comienza con la síntesis de un intermediario de RNA de 
longitud completa y polaridad negativa que actúa como molde para la síntesis 
asimétrica de nuevas copias del genoma de polaridad positiva (Brian y Baric, 2005). 
Se conoce muy poco acerca de las bases moleculares de este proceso y la mayor 
parte de los estudios que se han realizado se han llevado a cabo utilizando RNAs 
defectivos o minigenomas, los cuales conservan los elementos de RNA en cis 
necesarios para su replicación en trans por un virus complementador. Utilizando 
minigenomas de varios CoVs pertenecientes a los géneros α, β y γ, se ha 
determinado que en todos los casos las secuencias mínimas necesarias para la 
replicación residen en los extremos 5’ y 3’ del genoma, variando su extensión en 
función del CoV estudiado (revisado en Sola y col., 2011b). En el caso del TGEV, son 
necesarios los primeros 649 nt del extremo 5’ (Escors y col., 2003) y los últimos 492 
del extremo 3’ más el poliA (Izeta y col., 1999). A pesar de la utilidad de los 
minigenomas para llevar a cabo este tipo de estudios, estos presentan serias 
limitaciones dada la alta tasa de recombinación observada entre estos RNAs 
defectivos y el virus complementador. Actualmente, la disponibilidad de clones 
infectivos y replicones de CoVs (revisado en Almazán y col., 2014) permite resolver 
estas limitaciones y estudiar aspectos fundamentales de la replicación de CoV como 
los elementos de RNA en cis necesarios para replicación, la composición exacta del 
CRT, los mecanismos moleculares que regulan la síntesis asimétrica del RNA de 
polaridad negativa y positiva, y el mecanismo que regula el paso de replicación a 
transcripción. 
 
2.3. Elementos en cis necesarios para la síntesis de RNA de CoV 
Tanto la replicación como la transcripción del genoma de los CoVs requieren el 
reconocimiento específico de elementos de RNA en cis del genoma viral. La 
identificación y el estudio funcional de estos elementos se realizaron inicialmente 
utilizando minigenomas y posteriormente, estos estudios se extendieron a nivel del 
genoma completo mediante genética reversa utilizando clones infectivos y 
replicones. Estos estudios se han realizado fundamentalmente en CoVs del género β, 
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y en una menor extensión en CoVs de los géneros α y γ, utilizando una combinación 
de métodos bioinformáticos, estructurales, bioquímicos y genéticos. Al igual que en 
otros virus RNA de polaridad positiva, en CoVs, los elementos de RNA en cis 
necesarios para la síntesis de RNA consisten en estructuras de RNA altamente 
estructuradas localizadas en las 5’ y 3’ UTRs aunque, en algunos casos, estas se 
extienden dentro de las secuencias codificantes adyacentes (Fig. 6) (revisado en 
Masters, 2006; Sola y col., 2011b; Madhugiri y col., 2014). 
La identificación y caracterización funcional de estas estructuras en el extremo 5’ 
del genoma se realizó inicialmente con el CoV bovino (BCoV) perteneciente al género 
β (Chang y col., 1994; Chang y col., 1996; Raman y col., 2003; Raman y Brian, 2005; 
Brown y col., 2007; Gustin y col., 2009). Recientemente, estos estudios se han 
extendido a otros CoVs del género β y a algunos de los géneros α y γ, identificándose 
5 estructuras a modo de horquilla (SL1, SL2, SL3, SL4 y SL5) con un grado de 
conservación variable entre los distintos CoVs analizados (Fig. 6) (Kang y col., 2006; 
Chen y Olsthoorn, 2010; Sola y col., 2011b; Madhugiri y col., 2014). Las horquillas SL1 
y SL2 están muy conservadas en todos los CoVs y se han implicado tanto en la 
replicación del genoma viral como en la síntesis de los sgmRNAs (Li y col., 2008; Liu y 
col., 2009; Lee y col., 2011). La horquilla SL3, que contiene la CS del líder, presenta 
una energía libre muy baja y en muchos de los CoVs analizados parece no estar 
estructurada (Kang y col., 2006; Liu y col., 2007; Chen y Olsthoorn, 2010; Madhugiri y 
col., 2014). A continuación de la CS del líder se encuentra una horquilla de mayor 
tamaño denominada SL4. Esta estructura está muy conservada en todos los géneros 
de CoVs y se ha propuesto que actúa como un elemento espaciador que controla la 
orientación de los SLs que la preceden, dirigiendo de este modo la síntesis de los 
sgmRNAs (Raman y col., 2003; Yang y col., 2011). Finalmente, se ha descrito la 
existencia de una superestructura de RNA altamente ordenada, SL5, que está 
implicada en la síntesis de RNA. Esta estructura se extiende dentro de la ORF 1a y está 
conservada solamente en algunos géneros de CoV (Chen y Olsthoorn, 2010). En el 
género α, esta estructura puede ser subdividida en tres horquillas (SL5a, SL5b y SL5c) 
que están parcialmente conservadas en los CoVs del género β (Raman y Brian, 2005; 
Brown y col., 2007; Guan y col., 2011; Guan y col., 2012). En los CoVs del género γ, se 
ha determinado la existencia de una estructura similar a la de la horquilla SL5 que 
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adopta una estructura a modo de barra (rod-like structure) (Chen y Olsthoorn, 2010). 
La identificación y caracterización funcional de los elementos de RNA en cis 
localizados en el extremo 3’ del genoma se ha realizado fundamentalmente en los 
CoVs BCoV y MHV, pertenecientes al género β (revisado en Sola y col., 2011b; 
Madhugiri y col., 2014). Justo detrás del codón de terminación del gen N se 
encuentran dos estructuras de RNA funcionalmente importantes en la síntesis de 
RNA, una horquilla de gran complejidad (Bulged Stem-Loop o BSL) y un pseudoknot 
(PK) que solapa en 5 nt con el BSL (Hsue y Masters, 1997; Williams y col., 1999; Hsue y 
col., 2000; Goebel y col., 2004a; Goebel y col., 2004b). Ambas estructuras están muy 
conservadas en todos los CoVs del género β. Sin embargo, los CoVs del género α sólo 
conservan el PK y los del género γ el BSL (Williams y col., 1999; Dalton y col., 2001; 
Madhugiri y col., 2014), sugiriendo que los CoVs de estos géneros deben presentar 
diferencias específicas en el mecanismo de replicación con respecto a los CoVs del 
género β. Una característica importante de estos dos elementos es que solapan y por 
lo tanto no pueden coexistir, lo que ha llevado a proponer que ambos elementos 
pueden adoptar estructuras alternativas que podrían actuar como switch molecular 
en los procesos de replicación o transcripción en los CoVs del género β (Goebel y col., 
2004b).  
Adyacente al PK se localiza una región hipervariable (HVR) altamente 
estructurada que contiene un octanucleótido (GGAAGAGG) universalmente 
conservado en una región de cadena sencilla. La HVR se encuentra muy poco 
conservada tanto a nivel de secuencia como de estructura entre los diferentes CoVs 
(Williams y col., 1993; Dalton y col., 2001; Liu y col., 2001; Madhugiri y col., 2014), y 
hasta la fecha se desconoce el papel de la HVR y del octanucleótido en la síntesis de 
RNA. Finalmente, existen varios estudios realizados con minigenomas de los virus 
MHV y BCoV que indican que la cola de poliA constituye otro elemento en cis 
necesario para la replicación, cuya función parece estar mediada por la interacción 
con la proteína de unión a poliA (PABP) (Spagnolo y Hogue, 2000). 
 
  Introducción  
	   17 
 
Figura 6. Dominios de RNA en los extremos del genoma de los CoVs. En la parte superior se 
muestra el esquema de los extremos del genoma viral. SL, horquilla o stem-loop. La CS se muestra en 
una caja roja sobre el SL3. BSL, bulged stem-loop; PK, pseudoknot; S1, L1, stem 1 y loop 1 del 
pseudoknot; HVR, región hipervariable; Oct, octanucleótido conservado 5’-GGAAGAGG-3’; An, poliA. 
 
 
2.4. Proteínas virales implicadas en síntesis de RNA de CoV 
La mayor parte de las proteínas virales implicadas en la replicación y 
transcripción de CoV están codificadas en el gen de la replicasa (Fig. 7). Este se 
traduce al inicio de la infección dando lugar a las poliproteínas pp1a y pp1ab, las 
cuales se autoprocesan de una forma perfectamente regulada en el tiempo, dando 
lugar a 16 proteínas no estructurales (nsps) (Ziebuhr, 2005; Gorbalenya y col., 2006). 
Este procesamiento lo realizan tres cistein-proteasas, la 3CL (nsp5) o proteasa 
principal, que es responsable de su autoprocesamiento y del procesamiento de 
todas las nsps situadas a partir de su extremo C-terminal, y dos proteasas similares a 
papaína (PLP1 y PLP2) que se localizan en la proteína nsp3 y son responsables del 
procesamiento de la región amino de ambas poliproteínas (Fig. 7). En el caso del 
virus de la bronquitis infecciosa (IBV) y del SARS-CoV, sólo se ha descrito la presencia 
de la proteasa PLP2 (Ziebuhr, 2005). 
Las nsps 1 y 2 están poco conservadas en CoV y su función en la síntesis de RNA 
no es del todo conocida. Se ha descrito que la nsp1 se une a elementos en cis 
necesarios para la replicación, sin embargo hasta la fecha no se ha podido demostrar 
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un papel relevante de esta proteína en la síntesis de RNA (Gustin y col., 2009). En 
cuanto a la nsp2 se ha determinado que se relocaliza a los sitios de síntesis del RNA 
viral (Gustin y col., 2009) y que su eliminación o mutación produce una disminución 
del 50% en la síntesis del RNA viral (Graham y col., 2005; Graham y Denison, 2006).  
Las nsps 3, 4 y 6 contienen dominios transmembrana y son las responsables de la 
formación de las VDMs y de proporcionar el esqueleto molecular para el ensamblaje 
del CRT en las VDMs (Kanjanahaluethai y col., 2007; Oostra y col., 2007; Imbert y col., 
2008; Oostra y col., 2008; Gadlage y col., 2010). Se desconoce si estas proteínas 
intervienen directamente en la síntesis del RNA viral. 
 
 
 
Figura 7. Organización y procesamiento proteolítico de la replicasa del TGEV. Se muestra un 
esquema del genoma y de la poliproteínas pp1a y pp1ab del TGEV. Los sitios de procesamiento por las 
proteasas PLP1, PLP2 y 3CL se indican con triángulos invertidos, amarillos, azules y naranjas, 
respectivamente. Las nsps están numeradas del 1 al 11 en el caso de la poliproteína pp1a y del 1 al 10 
y del 12 al 16 en el caso de la poliproteína pp1ab. P9 y p87, proteínas N-terminales de 9 y 87 kDa, 
respectivamente; Ac, dominio acídico; PLP1 y PLP2, proteasas accesorias similares a papaína 1 y 2; X, 
dominio con actividad adenosina difosfato ribosa fosfatasa; Y, dominio que contiene una región 
transmembrana y un dominio potencial de unión a metales; TM1, TM2 y TM3, potenciales dominios 
transmembrana; 3CL, proteasa principal; P, primasa; RdRp, RNA polimerasa dependiente de RNA; Hel, 
helicasa; ExoN, exoribonucleasa 3’-5’; NendoU, endoribonucleasa; MT, 2’-O-ribosa metiltransferasa.  
 
El gen de la replicasa codifica dos actividades esenciales para la síntesis de RNA, 
una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) que reside en la nsp12 y una 
helicasa de RNA que reside en la nsp13, de forma similar a otros virus con genomas 
RNA de polaridad positiva. La nsp12, además de contener los dominios típicos de 
dedo, palma y pulgar, presentes en otras RdRps virales, contiene un dominio N-
terminal único que es esencial para la actividad RdRp y que media la interacción con 
otras proteínas, como las nsps 5, 8, 9 y 14 (Brockway y col., 2003; Cheng y col., 2005; 
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Gorbalenya y col., 2006; Imbert y col., 2008; Xu y col., 2010). Recientemente, la 
proteína nsp12 se ha caracterizado bioquímicamente in vitro, demostrándose que 
posee actividad RdRp dependiente de iniciador (te Velthuis y col., 2010; Ahn y col., 
2012). La nsp13 contiene un dominio helicasa del tipo SF1 unido por su región N-
terminal a un dominio de unión a zinc que es crítico para la actividad helicasa in vitro 
(Seybert y col., 2005; Gorbalenya y col., 2006). Estudios bioquímicos han demostrado 
que la helicasa de CoV tiene actividad NTPasa y dNTPasa, es capaz de desenrollar 
RNA y DNA de doble cadena (dsRNA y dsDNA, respectivamente) en dirección 5’-3’ y 
su actividad in vitro se ve incrementada cuando está presente la nsp12, sugiriendo 
que ambas proteínas (nsp12 y nsp13) interaccionan en el CRT (Seybert y col., 2000; 
Tanner y col., 2003; Ivanov y col., 2004b; Ivanov y Ziebuhr, 2004; Lee y col., 2010; 
Adedeji y col., 2012). La nsp13 presenta actividad RNA 5’-trifosfatasa además de la 
actividad helicasa, lo que la convierte en la proteína viral candidata para llevar a cabo 
la etapa inicial de la incorporación del cap en el extremo 5’ del genoma (Tanner y 
col., 2003; Ivanov y col., 2004b). 
En el extremo C-terminal de la poliproteína pp1a se encuentra un grupo de 
proteínas de pequeño tamaño, nsp7-nsp10, las cuales se han implicado en la síntesis 
del RNA viral (Deming y col., 2007). La nsp8 tiene una actividad RdRp no canónica 
que media la síntesis de pequeños oligonucleótidos independientemente de 
iniciador, y ha sido propuesta como la RNA primasa encargada de generar los 
iniciadores necesarios para la síntesis de RNA mediada por la RdRp (Imbert y col., 
2006; te Velthuis y col., 2010). Aunque muchos virus RNA dependen de iniciadores 
para la síntesis de RNA, los CoVs son los únicos virus RNA conocidos que incorporan 
en su genoma la enzima responsable de su síntesis. Estudios recientes, han mostrado 
que la nsp8 interacciona con la nsp7 formando un complejo hexadecamérico (8 
moléculas de cada proteína) que confiere procesividad a la RdRp y permite que la 
RdRp catalice la síntesis de novo de RNAs de hasta 340 nt de longitud (Zhai y col., 
2005; te Velthuis y col., 2010; Subissi y col., 2014). La nsp9 se une a RNA de cadena 
sencilla sin especificidad de secuencia e interacciona con la nsp12 (Brockway y col., 
2003; Egloff y col., 2004; Sutton y col., 2004). Esta proteína forma dímeros y su 
dimerización es crítica para la replicación viral (Miknis y col., 2009). Atendiendo a sus 
propiedades estructurales y funcionales, se ha propuesto que la proteína nsp9 es un 
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componente del núcleo catalítico del CRT, cuya principal función sería estabilizar los 
RNAs virales durante su síntesis y procesamiento. Finalmente, la nsp10 incluye dos 
dominios de unión a zinc y se ha implicado en la síntesis de RNA viral de polaridad 
negativa (Siddell y col., 2001). Estudios recientes, han mostrado que la nsp10 es un 
activador de la actividad exonucleasa de la nsp14 (Bouvet y col., 2012) y un 
componente del complejo proteico implicado en la incorporación del cap al extremo 
3’ del genoma viral (Bouvet y col., 2010). 
El gen de la replicasa codifica una serie de enzimas de procesamiento de RNA 
que no están presentes en otros virus RNA como una exoribonucleasa 3’-5’ (nsp14) 
(Minskaia y col., 2006), una endoribonucleasa (nsp15) (Ivanov y col., 2004a; Kang y 
col., 2006) y una 2’-O-ribosa metiltransferasa (nsp16) (Decroly y col., 2008; Zust y col., 
2011), las cuales son esenciales para la síntesis eficiente de RNA viral (Almazán y col., 
2006). La actividad exoribonucleasa de la proteína nsp14 forma parte de un sistema 
de corrección de errores durante la síntesis de RNA, que permite la replicación fiel de 
un genoma tan grande como el de los CoVs (Eckerle y col., 2007; Eckerle y col., 2010). 
La nsp14 presenta también actividad metiltransferasa (Chen y col., 2009), que junto 
con la actividad 2’-O-ribosa metiltransferasa de la nsp16 podrían actuar de forma 
coordinada en la incorporación del cap en el extremo 5’ del genoma viral (Decroly y 
col., 2008; Subissi y col., 2014). Las proteínas nsp14 y nsp16 interaccionan con la 
nsp10, la cual actúa como un activador de la actividad exoribonucleasa de la nsp14 y 
de la 2’-O-ribosa metiltransferasa de la nsp16 (Subissi y col., 2014). 
Además de las proteínas nsps codificadas por la replicasa, se ha descrito que la 
proteína N colocaliza con el CRT y juega un papel importante en la síntesis de RNA, 
posiblemente a través de su actividad chaperona de RNA (Thiel y col., 2003; Almazán 
y col., 2004; Schelle y col., 2005; Zúñiga y col., 2007; Grossoehme y col., 2009; Verheije 
y col., 2010; Zúñiga y col., 2010).  
 
2.5. Proteínas celulares implicadas en la síntesis de RNA de CoV 
Los virus, debido a su limitada capacidad genética, dependen de la célula 
hospedadora para llevar a cabo muchos de los procesos de su ciclo biológico, y a 
menudo secuestran y redirigen proteínas celulares para llevar a cabo estos procesos. 
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En CoV, se ha propuesto la participación de varios factores celulares en la síntesis del 
RNA viral. La búsqueda de estas proteínas celulares se ha iniciado hace pocos años y 
la mayoría de ellas han sido identificadas en base a su capacidad de interaccionar 
con componentes virales del CRT (Chen y col., 2009; Xu y col., 2010) o con motivos 
estructurales de RNA relevantes en la síntesis del RNA viral (Shi y Lai, 2005; Galán y 
col., 2009; Sola y col., 2011b). La mayoría de estos estudios se han realizado en CoVs 
del género β y fundamentalmente en MHV, BCoV y SARS-CoV. Por lo general, las 
proteínas identificadas incluyen proteínas de procesamiento de RNA, factores de 
traducción y chaperonas celulares, entre otras (Sola y col., 2011b).  
Una de las proteínas más estudiadas es la ribonucleoproteína heterogénea 
nuclear (hnRNP) A1 que está implicada en el procesamiento de pre-mRNAs (splicing). 
La hnRNP A1 se une a la cadena complementaría de las TRSs (Li y col., 1997) y a los 
dominios BSL y HVR de la región 3’ UTR (Huang y Lai, 2001). Estudios de 
sobreexpresión y silenciamiento génico han demostrado un papel importante de 
esta proteína en la síntesis de RNA de CoV y se ha propuesto que podría estar 
implicada en la aproximación de secuencias distales en el genoma durante la síntesis 
de RNA (Li y col., 1997; Shi y col., 2000; Huang y Lai, 2001; Shen y Masters, 2001). 
Otras hnRNPs implicadas en la síntesis de RNA de CoV son la hnRNP Q y la proteína 
de unión a tractos de polipirimidinas (PTB) o hnRNP I. La hnRNP Q se une tanto a la 
región 5’ UTR como a su secuencia complementaria en la cadena negativa y su 
silenciamiento induce un retraso en la síntesis de RNA viral (Choi y col., 2004). Por 
otra parte, la PTB se une específicamente a las TRSs (Li y col., 1999) y a la cadena 
complementaria de la secuencia 3’ UTR (Huang y Lai, 1999), justo en los sitios 
complementarios a los que se une la hnRNP A1. Datos previos con el virus MHV 
mostraron que la mutación en la TRS del líder de los sitios de interacción con la PTB 
afectaba negativamente a la síntesis del RNA viral, sugiriendo un papel de la PTB en 
transcripción (Li y col., 1999; Choi y col., 2004). Sin embargo, no se puede descartar 
que el efecto observado sea debido a que al mutar los sitios de interacción de la PTB 
se estén afectando también los sitios de unión de la hnRNP A1. En este sentido, 
estudios recientes con el virus TGEV han mostrado que la PTB es un factor negativo 
para la síntesis del RNA viral (Sola y col., 2011a), lo que contrasta con los datos 
previos obtenidos con el virus MHV. Finalmente, se ha identificado una serie de 
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proteínas que se unen específicamente al 3’ UTR del genoma como la PABP, la 
aconitasa mitocondrial y las proteínas de choque térmico (HSPs) HSP40, HSP60 y 
HSP70. Aunque existen algunas evidencias experimentales que sugieren su 
implicación en la síntesis de RNA viral, su papel directo en la misma todavía no ha 
sido demostrado (Spagnolo y Hogue, 2000; Nanda y Leibowitz, 2001; Nanda y col., 
2004). 
Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio con el virus TGEV, utilizando 
técnicas de cromatografía de afinidad a RNA y espectrometría de masas, han 
permitido identificar 10 proteínas celulares que interaccionan con los extremos del 
genoma donde se localizan las secuencias mínimas necesarias para su replicación. 
Entre estas proteínas se incluyen la PTB que interacciona preferencialmente con el 
extremo 5’ del genoma, y un conjunto de 9 proteínas que interaccionan con el 
extremo 3’, entre las que se incluyen las hnRNPs A0, A1, A2/B1, Q y U, los factores de 
traducción glutamil-prolil tRNA sintetasa (EPRS), arginil tRNA sintetasa (RRS) y la 
PABP, y el factor transcripcional p100 (Galán y col., 2009). El papel funcional de estas 
proteínas en la síntesis de RNA se analizó mediante experimentos de silenciamiento 
génico, demostrándose que la PTB es un factor negativo para la síntesis de RNA 
mientras que las proteínas hnRNP Q, EPRS y PABP juegan un papel positivo en la 
síntesis de RNA de CoV (Galán y col., 2009; Sola y col., 2011a). 
Aunque cada vez son más las evidencias experimentales sobre la implicación de 
proteínas celulares en la síntesis de RNA de CoV, todavía no se conoce el mecanismo 
de acción de las mismas. 
 
3. RESPUESTA INMUNE INNATA FRENTE A VIRUS 
La respuesta inmune innata es la primera línea de defensa antiviral del huésped. 
Durante la infección, los distintos componentes virales (proteínas, ácidos nucleicos, 
lípidos, etc.) actúan como patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) que 
son reconocidos por receptores celulares específicos (PRRs). Este reconocimiento 
desencadena varias cascadas de señalización que culminan con la síntesis de IFN y 
citoquinas proinflamatorias, que en último término promueven la eliminación del 
virus en las células infectadas, establecen un estado antiviral en células vecinas no 
  Introducción  
	   23 
infectas y modulan la respuesta inmune adaptativa (Jensen y Thomsen, 2012; Zinzula 
y Tramontano, 2013; Chiang y col., 2014; Kindler y Thiel, 2014). 
 
3.1. Respuesta antiviral activada por dsRNA 
En virus RNA, el dsRNA es el principal PAMP y desencadena la activación de un 
mecanismo antiviral, ampliamente caracterizado, que conduce a la inhibición de la 
traducción, la inducción transcripcional de genes antivirales, y a la muerte celular 
(Fig. 8) (Jensen y Thomsen, 2012; Zinzula y Tramontano, 2013). En CoVs, el dsRNA 
está presente a lo largo del genoma en regiones que forman estructuras secundarias 
complejas o puede ser generado como un intermediario de la replicación o 
transcripción del genoma (Sawicki y Sawicki, 2001; Brian y Baric, 2005; Knoops y col., 
2008; Sola y col., 2011b). La activación de la respuesta antiviral por dsRNA, está 
mediada principalmente por dos familias de PRRs, los receptores de tipo Toll (TLRs) y 
los receptores de tipo gen I inducible por ácido retinoico (RLRs), y en menor medida 
por la 2’-5’ oligoadenilato sintetasa (2’-5’OAS) y la quinasa dependiente de dsRNA 
(PKR) (Jensen y Thomsen, 2012; Zinzula y Tramontano, 2013). 
Los TLRs son glicoproteínas integrales de membrana que se expresan 
mayoritariamente en células presentadoras de antígeno, aunque también se ha 
descrito su expresión basal e inducible en otros tipos celulares. Entre ellos, el 
principal sensor de dsRNA es el receptor TLR3 que se localiza fundamentalmente en 
las membranas de endosomas y lisosomas. Tras la unión con el dsRNA, el TLR3 
dimeriza e induce una cascada de señales intracelulares que activa el factor 3 
regulador del Interferón (IRF3), el factor de transcripción nuclear-κB (NF-κB) y la 
proteína activadora 1 (AP-1). Posteriormente estos factores de transcripción 
activados se translocan al núcleo donde promueven la activación de la expresión de 
IFN tipo I y citoquinas proinflamatorias (Fig. 8) (Mogensen, 2009; Jensen y Thomsen, 
2012; Totura y Baric, 2012). 
A diferencia de los TLR, los RLRs son un grupo de helicasa de RNA que actúan 
como sensores citoplasmáticos y se expresan en la mayoría de tipos celulares, 
incluidos los fibroblastos (Jensen y Thomsen, 2012). Entre estos, los principales 
sensores de dsRNA son el gen I inducible por ácido retinoico (RIG-I) y el gen-5 
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asociado a la diferenciación del melanoma (MDA5). RIG-I reconoce ssRNA 5’-
trifosforilados y dsRNA cortos, mientras que MDA5 reconoce dsRNAs de mayor 
longitud y dsRNAs con defectos en la estructura cap. Una vez reconocidas las 
moléculas de dsRNA, RIG-I y MDA5 sufren un cambio conformacional, exponen sus 
dominios reclutadores de caspasas, e inician una cascada de señalización mediada 
por la proteína mitocondrial de señalización antiviral (MAVS), la cual termina con la 
activación de IRF3, IRF7 y NF-κB, su translocación al núcleo y la posterior activación 
de la expresión de IFN tipo I y citoquinas proinflamatorias (Fig. 8). En el caso de CoV, 
el principal sensor de dsRNA en células no inmunes es MDA5, aunque en algunos 
tipos celulares como los oligodendrocitos también se ha implicado a RIG-I (Li y col., 
2010; Husser y col., 2011; Zust y col., 2011; Menachery y col., 2014). 
La PKR es una serín-treonín quinasa que se expresa constitutivamente y se 
localiza fundamentalmente en el citoplasma celular (Garcia y col., 2007; Mogensen, 
2009; Nakayama y col., 2010). La unión con el dsRNA induce un cambio 
conformacional de la PKR que conlleva a la exposición del dominio quinasa y a su 
autofosforilación. Posteriormente, la PKR activada es capaz de fosforilar el factor de 
traducción eIF2α, promoviendo la inhibción la síntesis de proteínas (Garcia y col., 
2007; Nakayama y col., 2010). Por otra parte, la PKR también promueve la activación 
de NF-κB y p38 MAPK induciendo la expresión de IFN tipo I y citoquinas 
proinflamatorias (Fig. 8) (Mogensen, 2009).  
Finalmente, otro sensor celular de dsRNA es la proteína 2’-5’OAS, una de las 
primeras proteínas descritas que interviene en la respuesta antiviral (Hovanessian y 
col., 1977). Tras la unión con el dsRNA, la proteína 2’-5’OAS sufre un cambio 
conformacional que promueve su activación, generando 2’-5’ oligoadenilatos a partir 
de ATP. Posteriormente, las moléculas de 2’-5’ oligoadenilatos interaccionan con la 
RNasa L promoviendo su activación y la consiguiente degradación de RNAs virales y 
celulares, lo que se traduce en una inhibición generalizada de la traducción (Fig. 8). 
Por otra parte, el corte de los RNAs por la RNasa L genera pequeños RNAs, con 
frecuencia en forma de dúplex, los cuales activan la respuesta antiviral mediada por 
RIG-I y MDA5 (Hassel y col., 1993; Barral y col., 2009; Jensen y Thomsen, 2012). 
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Figura 8. Respuesta antiviral activada por dsRNA. Se muestra el esquema del reconocimiento del 
dsRNA por los sensores celulares, las vías de señalización que se activan y la repuesta celular final 
frente al dsRNA. 
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3.2. Mecanismos para contrarrestar la respuesta antiviral activada por dsRNA 
Durante la evolución, los virus han desarrollado multitud de estrategias para 
contrarrestar la respuesta inmune innata activada por dsRNA. Estas estrategias son 
muy diversas y en general están dirigidas a ocultar o enmascarar los dsRNA para 
evitar su reconocimiento por los sensores celulares o bloquear distintos 
componentes de las vías de señalización de la respuesta inmune innata (Zinzula y 
Tramontano, 2013).  
De forma similar a otros virus RNA de polaridad positiva, la replicación en CoV 
ocurre en el citoplasma de la célula, generándose intermediarios replicativos de 
dsRNA, los cuales activarían la respuesta antiviral del huésped. Además de los 
dsRNAs generados durante la replicación y transcripción, el genoma y los sgmRNAs 
de los CoVs pueden contener dominios de RNA altamente estructurados que podrían 
ser reconocidos por los sensores celulares, de manera similar a lo descrito en otros 
sistemas virales (Kato y col., 2008; Saito y col., 2008; Pichlmair y col., 2009; Uzri y 
Gehrke, 2009; Feng y col., 2014).  
Para contrarrestar esta respuesta, los CoVs han desarrollado varias estrategias 
(Fig. 9). En este sentido, se ha propuesto que las VDMs, donde tiene lugar la síntesis 
de RNA viral, prevendrían la activación de la respuesta inmune innata ocultando los 
intermediarios replicativos de dsRNA de manera que fueran inaccesibles a los 
sensores de detección citoplasmáticos (Gosert y col., 2002; Snijder y col., 2006; 
Zinzula y Tramontano, 2013). Otros mecanismos se basan en la capacidad de ciertas 
proteínas virales de interaccionar con el dsRNA impidiendo su reconocimiento por 
los sensores celulares, como se ha propuesto para la proteína N de todos los CoVs y 
la proteína 4a del MERS-CoV (Lu y col., 2011; Zust y col., 2011; Totura y Baric, 2012; 
Zhong y col., 2012; Niemeyer y col., 2013; Kindler y Thiel, 2014; Siu y col., 2014). Sin 
embargo, estos sistemas no son infalibles y durante la infección aparecen dsRNAs 
que quedan expuestos a los sensores celulares y activan la respuesta inmune innata. 
En este sentido, los CoVs codifican diversas proteínas que interfieren con las 
diferentes vías de señalización de la respuesta innata a distintos niveles, previniendo 
de esta manera el establecimiento de un estado antiviral efectivo (Fig. 9) (Totura y 
Baric, 2012; Zhong y col., 2012). Entre estas proteínas cabe destacar las proteínas N y 
  Introducción  
	   27 
ns2 del virus MHV que inhiben la activación de la RNasa L (Ye y col., 2007; Zhao y col., 
2012), las proteínas M y nsp3 del SARS-CoV que secuestran el complejo 
TBK1/IKK/IRF3 e impiden la activación del IRF3 (Devaraj y col., 2007), la nsp3 del 
 
 
 
 
Figura 9. Antagonistas de CoVs frente a la respuesta antiviral activada por dsRNA. Se indica las 
vías de señalización de la respuesta innata que se activan por el dsRNA y las etapas afectadas por las 
proteínas de CoVs (en rojo).  
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SARS-CoV que inhibe la translocación de NF-κB al núcleo (Frieman y col., 2009), la 
proteína 3b del SARS-CoV que interacciona con las MAVSs mitocondriales para 
bloquear la señalización mediada por los RLRs (Freundt y col., 2009), las proteínas N, 
6 y 3b del SARS-CoV que bloquean la activación del IRF3 (Kopecky-Bromberg y col., 
2007), y la proteína 7 del TGEV que bloquea las vías de la PKR y de la 2’-5’OAS (Cruz y 
col., 2011; Cruz y col., 2013). 
Finalmente, se ha descrito recientemente en adenovirus un nuevo mecanismo 
para contrarrestar la respuesta inmune innata, en donde una estructura de RNA a 
modo de horquilla interacciona con la PKR impidiendo su activación y en 
consecuencia la respuesta inmune innata (Carnero y col., 2011; Launer-Felty y Cole, 
2014). 
 
4. INFLAMACIÓN 
La respuesta antiviral forma parte de la respuesta inflamatoria que el organismo 
desencadena para combatir diversos microorganismos como los virus. El proceso 
inflamatorio conlleva la producción y secreción de citoquinas, quimioquinas y otros 
mediadores de la inflamación. En etapas tempranas de una infección, las células 
infectadas de un tejido secretan citoquinas proinflamatorias específicas (Strieter y 
col., 2002; Kohlmeier y Woodland, 2009) que promueven el reclutamiento hacia los 
sitios de infección y la diferenciación de leucocitos, como monocitos, granulocitos y 
células dendríticas, con la consiguiente destrucción de las células infectadas. Sin 
embargo, una sobreexpresión y acumulación excesiva de estas citoquinas 
proinflamatorias puede también causar grandes daños en el tejido, por lo que la 
expresión de estas proteínas debe estar finamente regulada tanto a nivel 
transcripcional como postranscripcional (Mazumder y col., 2010; Stumpo y col., 2010; 
Mino y Takeuchi, 2013).  
Unos de los mecanismos de regulación de la inflamación a nivel post-
transcripcional es el sistema del inhibidor de traducción inducido por IFN-γ (GAIT) 
(Mukhopadhyay y col., 2009) (Fig. 10). Este sistema, descrito inicialmente en células 
monocíticas humanas, está inducido por IFN-γ y se basa en el silenciamiento 
traduccional de diversos mRNAs que codifican proteínas proinflamatorias.  
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Figura 10. Sistema GAIT. Se muestra una representación esquemática de los componentes del 
sistema GAIT y su mecanismo de acción. Figura adaptada de (Mukhopadhyay y col., 2009). 
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inicia una cascada de señalización que promueve la fosforilación de la EPRS, su 
liberación del complejo multisintetasa y la posterior interacción con la hnRNP Q para 
formar un complejo pre-GAIT inactivo. A las 16 h de iniciarse la señalización por el 
IFN-γ, la proteína ribosomal L13a es fosforilada y liberada de la subunidad 60 S del 
ribosoma. Posteriormente, la L13a fosforilada se une a la gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) y ambas se asocian al complejo pre-GAIT para formar el 
complejo GAIT activo. Este complejo proteico se une a través de la EPRS al elemento 
de RNA GAIT (una estructura a modo de horquilla con un loop interno asimétrico), 
presente exclusivamente en la región 3’ UTR de diversos mRNAs que codifican 
proteínas proinflamatorias. Esta interacción, junto con la circularización del mRNA 
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de la traducción y la interacción de la L13a del complejo GAIT con el factor de 
iniciación eucariótico 4G (eiF4G). Esta interacción impide el reclutamiento de nuevos 
ribosomas por el factor eiF3 y consecuentemente se silencia la traducción del mRNA 
(Mukhopadhyay y col., 2009). El sistema GAIT supone una regulación temporal, 
ordenada y específica de la traducción de los mRNAs que poseen el elemento GAIT 
en su extremo 3’ UTR, sin afectar la traducción global de la célula (Mukhopadhyay y 
col., 2009; Mazumder y col., 2010; Gebauer y col., 2012). 
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Los CoVs son agentes causales de importantes enfermedades respiratorias y 
entéricas, cuyo mecanismo de replicación es prácticamente desconocido. El objetivo 
principal de esta tesis consiste en la caracterización funcional de proteínas celulares 
implicadas en la síntesis del RNA viral que interaccionan con el extremo 3’ del 
genoma, utilizando como modelo experimental el virus del TGEV. Estos estudios 
permitirán caracterizar el mecanismo de acción de estas proteínas y aplicar los 
conocimientos obtenidos al desarrollo de antivirales y vacunas frente a CoV. Los 
objetivos específicos de esta tesis son los siguientes: 
 
1. Análisis funcional de la relevancia de las proteínas celulares que interaccionan 
con el extremo 3’ del genoma del TGEV en la síntesis del RNA viral mediante 
silenciamiento génico.  
2. Identificación y caracterización de los motivos de RNA del extremo 3’ del genoma 
viral que interaccionan con las proteínas celulares implicadas en la síntesis del 
RNA viral. 
3. Estudio de la relevancia funcional de los motivos de RNA virales identificados en 
el ciclo infectivo del TGEV. 
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1. CÉLULAS EUCARIOTAS 
1.1. Líneas celulares 
La línea celular ST (swine testis), derivada de testículo embrionario de cerdo, fue 
inicialmente desarrollada por McClurkin y Norman (1966) y cedida al laboratorio por 
el doctor L. Kemeney (National Animal Disease Center, Ames, Iowa, EEUU). La línea 
celular BHK-pAPN (Delmas y col., 1992), derivada de la línea epitelial de riñón de 
hámster BHK-21 (ATCC CCL10) transformada establemente con la aminopetidasa 
porcina (receptor del TGEV), fue cedida por el doctor Huber Laude (Unité de Virologie 
Immunologie Moléculaires, Jouy-en-Josas, Francia). La línea celular Huh-7, derivada 
de hepatocarcinoma humano, fue cedida por el doctor R. Bartenschlager (University 
of Heidelberg, Heidelberg, Alemania). La línea celular monocítca humana U937 fue 
cedida por el Dr. M. Fresno (Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, CBMSO, 
CSIC-UAM, España).  
 
1.2. Cultivo de células eucariotas 
Las líneas celulares ST, BHK-pAPN y Huh-7 se crecieron a 37°C en una atmósfera 
de CO2 al 5% con una humedad del 98% en medio Eagle modificado por Dulbecco 
(DMEM) (Gibco) suplementado con 100 UI/mL de penicilina (Sigma), 100 μg/mL de 
estreptomicina (Sigma), 2 mM de L-glutamina (Sigma), aminoácidos no esenciales al 
1% (Sigma) y suero fetal de ternera (SFT) al 10%. En caso de las células BHK-pAPN, 
cada cuatro pases se cultivaron en presencia del agente de selección geneticina 
(G418), el cual se añadió al medio de cultivo en una concentración de 1.5 mg/mL.  
La línea celular U937 se creció a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5% con una 
humedad del 98% en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) (Sigma) 
suplementado con 100 UI/mL de penicilina (Sigma), 100 μg/mL de estreptomicina 
(Sigma), 2 mM de L-glutamina (Sigma), aminoácidos no esenciales al 1% (Sigma) y 
SFT al 10%. 
Todas las líneas celulares se almacenaron mediante congelación en nitrógeno 
líquido a una densidad de 1-2 x 106 células/mL en dimetil sulfóxido (Sigma) al 10% en 
SFT. 
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2. VIRUS 
2.1. Aislados virales 
El aislado PUR46-MAD del TGEV (código de acceso del GenBank, AJ271965) 
(Sánchez y col., 1990; Almazán y col., 2000; Penzes y col., 2001) corresponde al clon 
PUR46-CC120-MAD aislado en el laboratorio a partir del aislado Purdue (Doyle y 
Hutchings, 1946), el cual fue cedido por el Dr. E. H. Bohl (Ohio State University, Ohio, 
EEUU). 
El aislado PUR46-C11 del TGEV (Sánchez y col., 1999), que presenta la misma 
secuencia que el aislado PUR46-MAD con la excepción del gen S, se aisló en nuestro 
laboratorio a partir del aislado PUR46-SW11, el cual fue cedido por el Dr. M. Pensaert 
(Gante, Bélgica). 
Los virus recombinantes rescatados a partir de la transfección del clon infectivo 
del TGEV (rTGEV) presentan el fondo genético del aislado PUR46-MAD del TGEV con 
la excepción del gen S que deriva del aislado del TGEV purdue type virus (PTV) 
(Sánchez y col., 1999; Almazán y col., 2000). 
 
2.2. Crecimiento y titulación del TGEV 
Los dos aislados del TGEV, PUR46-MAD (Sánchez y col., 1990) y PUR46-C11 
(Sánchez y col., 1999), se crecieron y titularon en células ST según lo descrito 
previamente (Correa y col., 1988). Para la generación de los lotes o stocks de virus, las 
células ST, crecidas hasta el 100% de confluencia, se infectaron a una multiplicidad 
de infección (mdi) de 0.1-1 unidades formadoras de placa (UFP) por célula. El 
sobrenadante de esta infección se recogió a las 24 h después de la infección (hdi) y se 
almacenó a -70ºC hasta su utilización. 
El aislado PUR46-MAD se utilizó para infectar células BHK-pAPN y ST, mientras 
que el aislado PUR46-C11 se utilizó para infectar células Huh-7.  
 
2.3. Purificación de viriones del TGEV 
Las células ST se infectaron con el aislado PUR46-MAD a una mdi de 5 
UFP/célula. A las 24 hdi, los sobrenadantes se recogieron y se clarificaron por 
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centrifugación a 6000 ×g durante 20 min a 4ºC. El virus clarificado se sedimentó por 
ultracentrifugación a través de un colchón de sacarosa al 31% en tampón TEN (10 
mM Tris-HCl  pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 M NaCl) a 112000 ×g durante 2 h a 4ºC, se 
resuspendió en tampón TEN con Tween-20 al 0.05% y se centrifugó a través de un 
gradiente continuo de sacarosa del 30 al 42% en tampón TEN a 112000 ×g durante 2 
h a 4ºC. El gradiente se fraccionó desde el fondo y las fracciones que contenían virus 
se identificaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 
(SDS-PAGE) y tinción con el reactivo EZBlue Gel Staining Reagent (Sigma), siguiendo 
las instrucciones del proveedor. Las fracciones con virus se juntaron, se diluyeron en 
tampón TEN y se centrifugaron a 107000 ×g durante 1 h a 4ºC. Los viriones se 
resuspendieron en tampón TNE (10 mM Tris-HCl  pH 7.4, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl) y 
la concentración de proteína se determinó utilizando el reactivo BCATM Protein Assay 
Kit (Pierce), siguiendo las indicaciones del fabricante. El virus purificado se uso 
inmediatamente o se congeló a -70ºC hasta su uso. 
 
2.4. Tratamiento con proteasa K de viriones purificados del TGEV 
30 µg de viriones purificados se trataron con 300 ng de proteasa K  (Roche) en un 
volumen final de 450 µL, durante 30 min a 25ºC con agitación suave. Una vez 
finalizada la reacción, la proteasa K se inactivó mediante incubación con 5 mM del 
inhibidor de proteasa K Pefabloc SC (Sigma) durante 5 min a 4ºC. Los viriones tratados 
con proteasa K se sedimentaron por ultracentrifugación a través de 2 mL de un 
colchón de sacarosa al 31% en tampón TEN a 112000 ×g durante 1 h a 4ºC, se 
resuspendieron en tampón de Laemmli (60 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 0.1 M DTT, 
10% glicerol) y se congelaron a -70ºC hasta su análisis.  
 
3. BACTERIAS 
3.1. Cepas y cultivos de bacterias 
La cepa DH10B de E. coli (GibcoBRL) [F- mcr A Δ(mrr-hsdRMS-mcr-BC) ∅80dlacZ 
ΔM15 ΔlacX74 deoR recA1 endA1 araD139 Δ(ara,leu)7697 galU galKλ- rpsL nupG] se 
utilizó de rutina para el clonaje de DNA y la amplificación de plásmidos. 
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Los cultivos bacterianos se realizaron en medio líquido Luria-Bertani (LB) o en 
placas de LB-agar a 30 o 37°C, según se indique (Sambrook y Russell, 2001). El medio 
se suplementó con los antibióticos adecuados cuando fue necesario (150 μg/mL de 
ampicilina, 13.6 μg/mL de cloranfenicol o 50 μg/mL de kanamicina).  
 
3.2. Preparación de bacterias competentes 
Para la preparación de bacterias DH10B competentes para electroporación, se 
partió de una colonia crecida en medio sólido, la cual se inoculó en dos litros de 
medio SOB (20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 0.5 g/L NaCl, 0.18 g/L KCl) y se 
creció a 37ºC hasta alcanzar una DO550 de 0.7. A continuación, el cultivo se enfrió a 
4ºC durante 10 min, las bacterias se sedimentaron por centrifugación a 4000 xg 
durante 15 min a 4ºC y se lavaron cuatro veces con una solución previamente 
enfriada a 4ºC de glicerol al 10%, utilizando un volumen del cultivo inicial para el 
primer lavado y reduciendo el volumen a la mitad en los lavados sucesivos (2 L, 1 L, 
0.5 L y 0.25 L, respectivamente). Finalmente, las bacterias se resuspendieron en 7 mL 
de glicerol al 10%, se alicuotearon y se congelaron a -70°C. 
 
3.3. Transformación de bacterias mediante electroporación 
Las bacterias DH10B competentes se transformaron mediante electroporación 
con el DNA de interés (20-40 ng) diluido en 50 μL de agua. El DNA diluido se mezcló 
con 50 μL de bacterias competentes, se incubó durante 1 min a 4ºC, se transfirió a 
una cubeta de electroporación de 0.2 cm (BioRad) y se aplicó un pulso eléctrico de 25 
μF, 2.5 kV y 200 Ω, utilizando un electroporador GenePulser (BioRad). Finalmente, las 
bacterias se resuspendieron en 1 mL de medio LB, se incubaron a 37ºC con agitación 
durante 45 min y se sembraron por extensión en superficie sobre placas de LB-agar 
con el antibiótico apropiado. 
 
4. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE DNA 
4.1. Plásmidos de clonaje 
El plásmido pSL1190 (Pharma Biotech), de alto número de copia, se utilizó para 
el clonaje y modificación de DNAs de hasta 9 Kb. El plásmido pTNT fue adquirido a 
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Promega y se utilizó para la generación in vitro de los diferentes transcritos de la 
luciferasa utilizados en esta tesis doctoral. 
 
4.2. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
La separación de fragmentos de DNA para estudios analíticos y su purificación se 
realizó en geles de agarosa D-1 Medio EEO (Conda) al 0.7-1.2 % en TAE (40 mM Tris-
acetato, 1 mM EDTA) con SYBR Safe DNA gel stain (Life Technologies). Para la 
resolución y purificación de fragmentos de DNA de pequeño tamaño (<200 pb) se 
usó agarosa de bajo punto de fusión NuSieve GTG Agarose (Cambrex) a una 
concentración de 2.5 % en TAE.  
 
4.3. Preparación y purificación de DNA 
Para la purificación de plásmidos a partir de cultivos bacterianos a pequeña o 
mediana escala, se utilizaron los reactivos Plasmid Mini o Midi Kits (QIAGEN), 
respectivamente, siguiendo las indicaciones del fabricante con las modificaciones 
adecuadas en función del tamaño y número de copia del plásmido. En el caso de 
plásmidos recombinantes basados en el plásmido de bajo número de copia 
pBeloBAC11 (pBAC) (Wang y col., 1997), estos se purificaron a partir de 500 mL de 
cultivo, crecido a 30ºC durante 22 h en medio LB suplementado con 13.6 μg/mL de 
cloranfenicol, utilizando el reactivo Large-Construct Kit (QIAGEN). 
La purificación de DNA a partir de reacciones enzimáticas, de fragmentos de 
DNA extraídos de geles de agarosa y de los productos de DNA amplificados 
mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se realizó utilizando el reactivo 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) o el reactivo QIAEX II (QIAGEN) en el caso de 
fragmentos mayores de 10 kb, siguiendo el protocolo indicado por el fabricante en 
cada caso. 
 
4.4. Enzimas de restricción y modificación de DNA 
Las enzimas de restricción y modificación de DNA (DNA ligasa T4, fosfatasa 
alcalina de gamba y el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I) se adquirieron de 
Roche o New England Biolabs. Los tratamientos de restricción, desfosforilación y 
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ligación de DNA se hicieron siguiendo protocolos estándar (Sambrook y Russell, 
2001) y las indicaciones de los proveedores. 
 
4.5. Amplificación de DNA mediante PCR 
Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador 2720 Thermal cycle (Life 
Technologies) utilizando la enzima Amplitaq DNA polymerase (Life Technologies) para 
fines analíticos o la enzima Platinum Pfx DNA polymerase (Life Technologies) para 
fines preparativos, siguiendo las indicaciones del proveedor en cada caso. En 
general, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 µL utilizando 
0.5 U de Amplitaq DNA polymerase o 2.5 U de Platinum Pfx DNA polymerase, 20 pmoles 
de los oligonucleótidos correspondientes, una mezcla de deoxinucleótidos trifosfato 
(Life Technologies) a una concentración final de 0.25 mM, y 25 ng de DNA molde. En 
todos los casos la temperatura de hibridación se ajustó a 10ºC por debajo de la 
temperatura de fusión (Tm) de los oligonucleótidos utilizados, el tiempo de 
elongación fue aproximadamente de 1 min/kb del DNA a amplificar y se realizaron 
entre 25 y 35 ciclos de amplificación. Finalmente, los productos de PCR se analizaron 
mediante electroforesis en geles de agarosa y su posterior secuenciación en los casos 
en los que se indique. 
 
5. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE RNA 
5.1. Extracción y purificación de RNA 
Tanto el RNA procedente de transcripciones in vitro como el RNA total 
intracelular de células no infectadas o infectadas fue extraído y purificado utilizando 
el reactivo RNeasy Mini Kit (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del fabricante en 
cada caso. El RNA purificado se cuantificó espectrofotométricamente utilizando un 
espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EEUU) y se guardó 
a -70ºC hasta su utilización. 
 
5.2. Análisis de RNA mediante RT-PCR 
La síntesis de cDNAs o retrotranscripción (RT) se realizó utilizando el reactivo 
High Capacity cDNA RT Kit (Life Technologies), siguiendo las recomendaciones del 
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fabricante. En general, las reacciones de RT se realizaron en un volumen de 20 μL, 
utilizando como molde 100 ng de RNA total intracelular y como iniciadores o primers 
hexanucleótidos al azar proporcionados en el kit u oligonucleótidos específicos (10 
pmoles) complementarios a la secuencia a amplificar. Una fracción del cDNA 
generado (1/5 o 1/10 del volumen de reacción) se utilizó como molde para su 
posterior amplificación por PCR usando oligonucleótidos específicos y las enzimas 
Amplitaq DNA polymerase (Life Technologies) o Platinum Pfx DNA polymerase (Life 
Technologies), como se describe en el apartado 4.5 de esta sección. 
 
5.3. Cuantificación de RNA mediante RT-PCR cuantitativa 
En todos los casos, la reacción de RT se realizó con el reactivo High Capacity cDNA 
RT Kit (Life Technologies) utilizando hexanucleótidos al azar como iniciadores, 
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.2 de esta sección. Los cDNAs 
resultantes se analizaron mediante PCR cuantitativa (qPCR) utilizando 
oligonucleótidos específicos, diseñados con el programa Primer Express v2.0 (Life 
Technologies), y el reactivo SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies) o con 
ensayos TaqMan (Life Technologies) específicos y el reactivo Taqman Universal PCR 
Master Mix (Life Technologies), siguiendo las especificaciones del proveedor. Para la 
cuantificación de los RNAs virales (genómico y sgmRNAs) se utilizaron tanto 
oligonucleótidos como ensayos TaqMan específicos (Tabla II), mientras que para la 
cuantificación de mRNAs celulares se utilizaron exclusivamente ensayos TaqMan 
(Tabla III). En todos los casos, la qPCR se realizó en un equipo 7500 Real Time PCR 
System (Life Technologies) utilizando los parámetros universales de termociclación 
(95ºC-10 min, 40 ciclos de 95ºC-15 seg, 60ºC-1 min) y los datos se analizaron 
utilizando el programa 7500 software v2.0.6 (Life Technologies).  
Los valores correspondientes a las medias de los ciclos de corte (Ct) se usaron para 
calcular los valores de expresión relativos utilizando el método 2-∆∆Ct. En el caso de 
usar oligonucleótidos específicos y el reactivo SYBR Green PCR Master Mix (Life 
Technologies), al final de la reacción de PCR se añadió un paso de rampa de 
desnaturalización desde 60ºC (Tm de los oligonucleótidos) hasta 95ºC, con el fin de 
analizar la curva de disociación del producto amplificado. Para aumentar la fiabilidad 
de los resultados, en todos los casos se analizaron tres experimentos independientes 
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por triplicado. El valor de la cantidad del gRNA viral se utilizó como control 
endógeno para normalizar la cuantificación de los distintos sgmRNAs y el gen de la 
beta-glucuronidasa (GUSB) se utilizó como control endógeno para normalizar la 
cuantificación de los mRNAs celulares, ya que su expresión permanece invariable 
durante la infección con el TGEV. 
 
5.4. Análisis de la integridad del RNA 
La integridad del RNA fue evaluada en un Bioanalyzer 2100 (Agilent 
Technologies) y los datos fueron analizados y procesados con el programa 
informático 2100 Expert (Agilent Technologies), siguiendo las indicaciones del 
fabricante. 
 
Tabla II. Oligonucleótidos utilizados para la cuantificación de RNAs virales mediante RT-qPCR  
Oligo.(a) Secuencia (5’→3’)(b) Posición(c) Método Amplicón(d) 
REP-VS 
REP-RS 
TTCTTTTGACAAAACATACGGTGAA 4829-4853 SYBR gRNA CTAGGCAACTGGTTTGTAACATCTTT 4884-4909 
LCS-VS 
S-RS 
CCAACTCGAACTAAACTTTGGTAACC - SYBR sgmRNA S TCAATGGCATTACGACCAAAAC 20383-20404 
3a-VS 
3a-RS 
CGGACACCAACTCGAACTAAACTTAC - SYBR sgmRNA 3a ATCAAGTTCGTCAAGTACAGCATCTAC 24863-24889 
Ldrt-VS 
E-RS 
CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG 25-56 SYBR sgmRNA E CAATGCCCTAGGAAACGTCATAG 25861-25883 
Ldrt-VS 
M-RS 
CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG 25-56 SYBR sgmRNA M GCATGCAATCACACACGCTAA 26140-26160 
Ldrt-VS 
N82-RS 
CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG 25-56 SYBR sgmRNA N TCTTCCGACCACGGGAATT 26986-27004 
Ldrt-VS 
7(38)-RS 
CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG 25-56 SYBR sgmRNA 7 AAAACTGTAATAAATACAGCATGGAGGAA 28086-28114 
REP-VS 
REP-RS 
REP-MGB 
TTCTTTTGACAAAACATACGGTGAA 4829-4853 
TaqMan gRNA CTAGGCAACTGGTTTGTAACATCTTT 4884-4909 
FAM-AGGGCACCGTTGTCA-MGB 4861-4875 
Ldrt-VS 
7(38)-RS 
7-MGB 
CGTGGCTATATCTCTTCTTTTACTTTAACTAG 25-56 
TaqMan sgmRNA 7 AAAACTGTAATAAATACAGCATGGAGGAA 28086-28114 
FAM-CGAACTAAACGAGATGCT-MGB 28064-28081 
(a) VS, sentido viral o polaridad positiva; RS, sentido antiviral o polaridad negativa. 
(b) FAM, 6-carboxifluoresceina; MGB, grupo de unión a hendidura o surco menor. 
(c) Posición en el genoma del TGEV. En los oligonucleótidos de sentido antiviral se indica la posición 
de la secuencia complementaria. Los oligonucleótidos LCS-VS y 3a-VS comprenden regiones 
discontinuas que abarcan parte de la TRS de la secuencia líder y de la TRS del gen correspondiente. 
(d) Indica el RNA viral amplificado. 
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Tabla III. Ensayos TaqMan utilizados para el análisis de genes 
celulares por RT-qPCR  
 
Gen Especie TaqMan ID(a) 
EPRS Humana Hs00270083_m1 
RRS Humana Hs00259879_m1 
hnRNP Q Humana Hs00749309_s1 
hnRNPA2/B1 Humana Hs00242600_m1 
PABP Humana Hs00743792_s1 
P100 Humana Hs00205182_m1 
TNF-α  Humana Ss03391318_g1 
CCL2 Porcina Ss03394377_m1 
CXCL9 Porcina Ss03390033_m1 
CXCL11 Porcina Ss03648935_g1 
IFN-β  Porcina Ss03378485_u1 
MDA5 Porcina Ss03386373_u1 
RIG-I Porcina Ss03381552_u1 
GUS-B Porcina Ss03387751_u1 
TGF-B Porcina Ss03382325_u1 
                                  (a)  ID proporcionado por el fabricante (Life Techonologies). 
 
 
5.5. Ensayo de inmunoprecipitación de RNA asociado a proteínas 
Para estudiar la interacción de proteínas celulares con el RNA viral en el contexto 
de la infección se llevaron a cabo ensayos de inmunoprecipitación de RNA asociado a 
proteínas. Para ello, se crecieron células ST en placas de 15-cm de diámetro hasta 
confluencia y se infectaron con el aislado PUR46-MAD del TGEV a una mdi de 5. A las 
8 hdi las células se levantaron de la placa, se centrifugaron a 2000 xg durante 5 min a 
4ºC, se resuspendieron en 100 µL de RIP Lysis Buffer (MagnaRIP, Millipore), 
suplementado con inhibidor de proteasas (Roche) y 1 U/µL RNasin Ribonuclease 
Inhibitor (Promega), y se lisaron a 4ºC durante 5 min. Finalmente, el lisado celular se 
centrifugó a 3000 xg durante 2 min a 4ºC y el sobrenadante resultante se utilizó para 
llevar a cabo el ensayo inmunoprecipitación de RNA asociado a proteínas mediante 
el reactivo EZ-Magna RIP kit (Millipore), siguiendo la instrucciones del fabricante. 
Brevemente, extractos citoplasmáticos procedentes de 1x107 células se incubaron 
con los anticuerpos frente a EPRS, RRS y GFP (inmovilizados sobre bolas magnéticas) 
en presencia de RIP immuniprecipitation buffer durante 12 h a 4ºC. Los complejos 
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RNA-proteína inmunoprecipitados se incubaron con proteinasa K (Promega) durante 
30 min a 55ºC y el RNA liberado se aisló utilizando el RNeasy Mini kit (QIAGEN), 
siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente, la presencia del gRNA y de los 
sgmRNAs virales en las muestras inmunoprecipitadas se analizó mediante RT-qPCR 
utilizando oligonucleótidos específicos (Tabla II) y el reactivo SYBR Green PCR Master 
Mix (Life Technologies), como se describe en el apartado 5.3 de esta sección. 
 
5.6. Ensayo de retardo de movilidad electroforética en gel (EMSA) 
Para el análisis de las interacciones RNA-proteína mediante EMSA, 100 pmol de 
los oligonucleótidos de RNA biotinados en 3’ y 1 pmol de las correspondientes 
proteínas purificadas se incubaron a 25ºC durante 30 min en buffer de unión (12% 
glicerol, 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM MgCl2, 1 mM DTT) que 
contenía 0.2 U/µL SUPERase Inhibitor (Ambion). Los complejos de RNA-proteína 
formados se resolvieron mediante electroforesis en geles no desnaturalizantes de 
poliacrilamida al 4% utilizando TBE (45 mM Tris-borato, 1mM EDTA) 0.5X como 
solución electrolito. Tras la electroforesis, los complejos RNA-proteína se transfirieron 
a membranas de nylon cargadas positivamente (BrighStar-Plus, Ambion) durante 60 
min a 200 mA en TBE 0.5X, utilizando el sistema de electrotransferencia MINI-
PROTEAN II (BioRad). Finalmente, el RNA biotinado se detectó utilizando el BrightStar 
BioDetect kit (Ambion), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
 
6. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
6.1. Electroforesis de proteínas 
La electroforesis de proteínas se llevó a cabo en condiciones desnaturalizantes 
en geles SDS-PAGE según lo descrito previamente (Laemmli, 1970). En general, las 
muestras se resuspendieron en tampón de disociación NuPAGE Sample Buffer (Novex, 
Life Technologies) con 100 mM DTT y se resolvieron mediante SDS-PAGE en geles 
comerciales en gradiente NuPAGE 4-12% Bis-Tris (Novex, Life Technologies) 
utilizando NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (Novex, Life Technologies) como 
solución electrolito. Cuando fue necesario, las proteínas se visualizaron mediante 
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tinción con azul de Coomassie utilizando el reactivo EZBlue Gel Staining Reagent 
(Sigma), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
 
6.2. Transferencia electroforética de proteínas a membranas de nitrocelulosa e 
inmunodetección (Western blot) 
Las proteínas se separaron mediante electroforesis en SDS-PAGE y se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-C Extra nitrocellulose membrana, 
GE Healthcare) durante 60 min a 100 V en tampón de transferencia (25 mM Tris-HCl 
pH 8.8, 192 mM glicina, 20% metanol), utilizando un sistema de electrotransferencia 
MINI-PROTEAN II (BioRad). Una vez trasferidas las proteínas, las membranas se 
bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con leche en polvo al 5% en TTBS 
(20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20) y se incubaron con los 
anticuerpos específicos (Tabla IV), diluidos en TTBS con leche en polvo al 3%, durante 
1h a temperatura ambiente o durante 12 h a 4ºC. Posteriormente, las membranas se 
lavaron con TTBS y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente 
acoplado a peroxidasa (Tabla IV) diluido en TTBS con leche en polvo al 3% durante 1h 
a temperatura ambiente. Finalmente, después de lavar exhaustivamente las 
membranas con TTBS, los anticuerpos unidos se detectaron utilizando el reactivo 
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) y un captador de 
imágenes ChemiDoc XRS+ System (BioRad), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Las proteínas fueron cuantificadas mediante análisis densitométrico 
utilizando el programa Image Lab 4.1 (BioRad).  
 
6.3. Marcaje metabólico de proteínas 
Monocapas de células ST se infectaron a una mdi de 5 UFP/célula con los 
diferentes virus recombinantes. A diferentes tiempos después de la infección, las 
células se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron a 37ºC durante 2 h en medio DMEN 
sin metionina ni cisteína suplementado con SFT al 2% y 100 µCi/mL de una mezcla de 
metionina y cisteína marcadas radiactivamente con 35S (Perkin Elmer). Transcurrido el 
tiempo de marcaje, se retiró el medio, se lavaron las células tres veces con PBS y se 
recogieron en solución de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7.6, 2 mM NaCl, 2 mM EDTA, NP-40 
al 1%) suplementada con una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche), 
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10 U de DNasa I (Roche) y 10 U de RNasa A (QIAGEN). El material no solubilizado se 
eliminó por centrifugación y los extractos celulares resultantes se analizaron 
mediante electroforesis en SDS-PAGE, como se describe en el apartado 6.1 de esta 
sección. Para visualizar las proteínas marcadas radiactivamente, los geles se secaron 
en vacío a -80ºC y se expusieron en películas autorradiográficas, siguiendo las 
indicaciones del proveedor. Finalmente, las proteínas fueron cuantificadas mediante 
análisis densitométrico utilizando un captador de imágenes ChemiDoc XRS+ System 
(BioRad) y el programa Image Lab 4.1 (BioRad). 
 
Tabla IV. Anticuerpos utilizados en este trabajo 
Anticuerpo(a) Especie(b) Procedencia(c) 
Diluciones de Trabajo(d) 
WB RIP 
Acp anti-EPRS Conejo Abcam 1:2500 1:20 
Acp anti-RRS Conejo Abcam 1:4000 1:20 
Acp anti-hnRNP A0 Cabra S. Cruz Biotech. 1:500 ND 
Acp anti-hnRNP A1 Conejo S. Cruz Biotech. 1:1000 ND 
Acm anti-hnRNP Q Ratón S. Cruz Biotech. 1:200 ND 
Acp anti-hnRNP U Conejo Abcam 1:1000 ND 
Acp anti-p100 Cobaya Progen Biotechnik 1:4000 ND 
Acp anti-PABP Conejo Dra. A. Nieto 1:2500 ND 
Acm anti-Actina Ratón Abcam 1:10000 ND 
Acm anti-MDA5 Conejo Cell Signaling 1:250 ND 
Acp anti-RIG-I Conejo AnaSpec 1:250 ND 
Acp anti-GFP Ratón Roche ND 1:20 
Acm anti-N (3DC10) Ratón  Laboratorio 1:2000 ND 
Acp anti-GRP78 Conejo  Abcam 1:4000 ND 
Anti-ratón IgG-peroxidasa Cabra Sigma 1:20000 - 
Anti-conejo IgG-peroxidasa Cabra Sigma 1:20000 - 
Anti cobaya-peroxidasa Conejo Sigma 1:15000 - 
(a) Acm, Anticuerpo monoclonal; Acp, Anticuerpo policlonal. 
(b) Especie animal en la que se generó el anticuerpo. 
(c) Casas comerciales o laboratorios de donde se obtuvieron los anticuerpos. Dra. Amelia Nieto, 
Centro Nacional de Biotecnología, Madrid, España.  
(d) Se indica la técnica en la que se utilizan los anticuerpos y la dilución de trabajo. WB, Western Blot; 
RIP, inmunoprecipitación de RNA; ND, no determinado.  
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7. METODOLOGÍA UTILIZADA PARA LA IDENTIFICACIÓN DE LOS DOMINIOS DE 
RNA VIRALES QUE INTERACCIONAN CON PROTEINAS CELULARES 
7.1. Síntesis y purificación de los RNAs biotinados utilizados como cebo en la 
cromatografía de afinidad a RNA 
Los RNAs correspondientes a los extremos del genoma viral y a los fragmentos 
F1 a F6 del extremo 3’ del genoma, se sintetizaron mediante transcripción in vitro de 
moldes de DNA generados mediante PCR utilizando la enzima Platinum Pfx DNA 
polymerase (Life Technologies), oligonucleótidos específicos (Tabla V) y el plásmido 
pML33L-637G (Galán y col., 2009) como molde.  
 
Tabla V. Oligonucleótidos utilizados para la generación de moldes de DNA para transcripción 
Oligo.(a) Secuencia 5’ →  3’(b) Posición(c) 
XmaI-Sp6-5’-VS CGCGCCCGGGATTTAGGTGACACTATA(G)ACTTTTAAAGTAAAG
TGAGTGTAGC 
1-25 
5′TGEV-504-RS CACCAATGACGTAGTGATCCTTACG 480-504 
XmaI-T7-VS CGCGCCCGGGTAATACGACTCACTATA(G)GGATGCTGTATTTAT
TACAGTTTTAATC 
28093-28118 
TGEV-3’-RS GTATCACTATCAAAAGGAAAATTTTCAAACAATTTTAC 28549-28586 
TGEV-3’-pA-RS TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTATCACTATCAAAAGG 28570-28586 
F1-RS  CTATATAAGATATTAAAGTCATTGACAGTTTTAAGATTG 28175-28213 
F2-VS  CGCGCCCGGGTAATACGACTCACTATA(G)GGACTATTACTTAAT
CACTCTTTCAAT 
28154-28178 
F2-RS  GCAAAATCCTAGTAAGACTAGAAAGATTACTCGAAGC 28247-28283 
F3-VS  CGCGCCCGGGTAATACGACTCACTATA(G)GGATTTTGCTGCTAC
AGATTGTTAG 
28277-28299 
F3-RS  GTGCTTACCATTCTGTACAAGAGTAGACAGCG 28363-28394 
F4-VS  CGCGCCCGGGTAATACGACTCACTATA(G)GGCTGTCTACTCTTG
TACAGAATGGTA 
28365-28389 
F4-RS  CTTTAAACTTCTCTAAATTACTAAATCTAGCATTGC 28452-28487 
F5-VS  CGCGCCCGGGTAATACGACTCACTATA(G)GGTTAGTCACATTAA
TGTAAGGCAAC 
28196-28319 
F5-RS  CTAATATGCAATAGGGTTGCTTGTACCTCCTATTAC 28397-28432 
F6-VS  CGCGCCCGGGTAATACGACTCACTATA(G)GGAGAAGTTTAAAG
ATCCGCTACGA 
28476-28498 
(a) VS, sentido viral o polaridad positiva; RS, sentido antiviral o polaridad negativa.  
(b) Los promotores de transcripción se indican en negrita. Los sitios de iniciación de la transcripción 
aparecen entre paréntesis. La secuencia correspondiente al poliA está subrayada. 
(c) Posición en el genoma del TGEV. En los oligonucleótidos de sentido antiviral se indica la posición 
de la secuencia complementaria. 
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El molde de DNA para la transcripción in vitro de los primeros 504 nt del extremo 
5’, se generó usando los oligonucleótidos XmaI-SP6-5’-VS (incluye el promotor de la 
polimerasa del fago SP6) y 5’TGEV-504-RS (Tabla V). Para amplificar los moldes de 
DNA utilizados para sintetizar los últimos 493 nt del genoma viral con o sin poliA (25 
nt), se utilizaron el oligonucleótido XmaI-T7-VS (incluye el promotor de la polimerasa 
del fago T7) y los oligonucleótidos TGEV-3’-polyA-RS para generar el extremo 3’ con 
poliA o TGEV-3’-RS para sintetizar el extremo 3’ sin poliA (Tabla V). Finalmente, los 
moldes de DNA para sintetizar los RNAs F1 a F6 se generaron utilizando los 
oligonucleótidos XmaI-T7-VS y F1-RS para el F1, F2-VS y F2-RS para el F2, F3-VS y F3-
RS para el F3, F4-VS y F4-RS para el F4, F5-VS y F5-RS para el F5, y F6-VS y TGEV-3’-RS 
para el F6 (Tabla V). En todos los casos, los oligonucleótidos de polaridad positiva 
(VS) utilizados para amplificar los fragmentos F1 a F6 contenían la secuencia del 
promotor de la polimerasa del fago T7 para permitir su posterior transcripción in 
vitro.  
Los moldes de DNA generados se purificaron utilizando el reactivo QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo indicado para purificación de 
fragmentos de PCR, y se utilizaron como moldes en las reacciones de transcripción in 
vitro. Para ello, 600 ng de cada DNA molde se transcribieron utilizando el reactivo 
SP6/T7 Transcription kit (Roche), según las condiciones del fabricante, con la 
polimerasa adecuada según el promotor de transcripción en cada caso. Con el fin de 
marcar los transcritos con biotina, la reacción de transcripción se realizó en presencia 
de Biotin-14-CTP (Life Technologies) en una proporción 1:6.25 respecto al CTP no 
marcado, quedando a una concentración final de 0.16 mM. Las reacciones se 
incubaron durante 2 h a 37ºC y se trataron con 10 U de DNasa I (Roche) durante 30 
min a 37ºC para eliminar el molde de DNA. Finalmente, los transcritos generados se 
purificaron utilizando el reactivo RNeasy mini kit (QIAGEN), se analizaron mediante 
electroforesis desnaturalizante en geles de agarosa al 2.5%, se cuantificaron 
espectrofotométricamente y se guardaron a -70ºC hasta su uso. 
Por otra parte, los fragmentos de RNA F2.1, F2.2, F2.3, F2.2U, F2.2D, F2.2L, F2.2R, 
mutC y mutG (Tabla VI), fueron sintetizados químicamente por la compañía Sigma y 
marcados con biotina en el extremo 3’. 
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Taba VI. RNAs biotinados sintetizados químicamente 
RNA Secuencia 5’ →  3’(a) Posición(b) 
F2.1 AGACUAUUACUUAAUCACUCUUUCAUACUAAAAGUGGUGCUUCGAGUAAU - 
F2.2 AUCUUAAAACUGUCAAUGACUUUAAUAUCUUAUAUAGGAGUUUAGCAGA
AACCAGAU 
28177-28233 
F2.3 CUUUCUAGUCUUACUAGGAUUUUGCU 28259-28284 
F2.2U GACUUUAAUAUCUUAUAUAGGAGUU 28194-28218 
F2.2D AAUCUUAAAACUGUCAAUGUUAGCAGAAACCAGAUU - 
F2.2L AAUCUUAAAACUGUCAAUGACUUUAAUAUCUU 28176-28207 
F2.2R AUAUAGGAGUUUAGCAGAAACCAGAUU 28208-28234 
mutC AAUCUUAAAACCGUCAAUGACUUUAAUAUCUU 28176-28207 
mutG AAUCUUAAGACCGUCAAUGAUUUUAAUAUCUU 28176-28207 
(a) Las mutaciones introducidas en el mutC y mutG con respecto al RNA F2.2L se indican en negrita. 
(b) Posición en el genoma del TGEV. Los RNAs F2.1 y F2.2D comprenden regiones discontinuas en el 
genoma. 
 
7.2. Preparación de extractos de proteínas citoplasmáticas utilizados en la 
cromatografía de afinidad a RNA 
Monocapas confluentes de células humanas Huh-7 se infectaron con el aislado 
PUR46-C11 del TGEV a una mdi de 5 UFP/célula. A las 16 hdi las células se lavaron 2 
veces con PBS a 4ºC, se desprendieron con una espátula, se centrifugaron a 500 xg 
durante 10 min a 4ºC, se resuspendieron en tampón de extracción (10 mM HEPES pH 
7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT y la mezcla de inhibidores de proteasas 
Complete de Roche) a una concentración de 1 x 108 células/mL, y se lisaron a 4ºC 
durante 15 min. A continuación, se añadió NP-40 a una concentración final del 0.7% y 
después de agitar en vortex 10 seg, los núcleos se eliminaron por centrifugación a 
13000 xg durante 30 seg. Finalmente, se añadió glicerol al sobrenadante hasta una 
concentración final del 10%, se determinó la concentración de proteínas con el 
reactivo BCATM Protein Assay Kit (Pierce) y los extractos citoplasmáticos se guardaron a 
–70ºC hasta su uso. 
 
7.3. Cromatografía de afinidad a RNA 
La captura de proteínas por afinidad a RNA se realizó en tubos de PCR utilizando 
como matriz Streptavidin Sepharose High Performance (Amersham), según lo descrito 
previamente (Galán y col., 2009) con ligeras modificaciones. Antes de realizar la 
cromatografía de afinidad a RNA, 600 µg de extractos de proteínas citoplasmáticas, 
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diluidas 1:1 en solución de unión (50 mM HEPES pH 7.9, 150 mM KCl, 5% glicerol y 
0.01% NP-40), se preaclararon tres veces con 20 µL de resina con el fin de eliminar las 
proteínas que se unían inespecíficamente a la resina. Los pasos de preaclarado se 
realizaron durante 4 h, después de los cuales se eliminó la resina y el extracto de 
proteínas se transfirió a un tubo nuevo con resina, repitiendo el proceso 3 veces. En 
paralelo al último paso de preaclarado, el RNA biotinado (10 µg) (Tabla VI) se diluyó 
en 200 μL de la solución de unión de RNA (5 mM HEPES pH 7.9, 0.5 mM EDTA, 1 M 
KCl) y se inmovilizó a la resina mediante su incubación con 20 μL de resina durante 
1h a 4ºC. Posteriormente, la resina con el RNA inmovilizado se lavó 3 veces con la 
solución de unión para eliminar el exceso de sal y se incubó durante toda la noche a 
4ºC con los extractos de proteínas preaclarados. Finalmente, los complejos RNA-
proteína se aislaron por centrifugación, se lavaron 3 veces con solución de unión y las 
proteínas unidas al RNA se disociaron mediante incubación a 65ºC durante 10 min 
con 20 μL de tampón de muestra NuPAGE LDS Sample Buffer (Novex, Life 
Technologies) con 100 mM DTT. La resina se centrifugó, se recuperó el sobrenadante 
y se realizó una segunda elución con 12 μL de tampón de muestra, que se mezcló 
con el primer sobrenadante y se almacenó a –70ºC hasta su análisis. Todas las 
incubaciones se realizaron a 4ºC en un agitador orbital, sedimentando la resina por 
centrifugación a 500 xg durante 1 min utilizando un rotor basculante. 
 
8. METODOLOGÍA UTILIZADA EN LOS ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO 
TRADUCCIONAL 
8.1. Construcción de los plásmidos pTNT-Luc-Cp, pTNT-Luc-TGEV y pTNT-Luc 
Los plásmidos pTNT-Luc-Cp, pTNT-Luc-TGEV y pTNT-Luc se construyeron con el 
fin de analizar el efecto en traducción del motivo de RNA viral similar al elemento 
GAIT. Estos plásmidos expresan, bajo el promotor de T7, tres mRNAs quiméricos que 
codifican el gen de la luciferasa, los cuales contienen en la región 3’ UTR el elemento 
GAIT de la ceruloplasmina (Cp), el motivo del TGEV similar al elemento GAIT o ningún 
elemento GAIT, respectivamente. El plásmido pTNT-Luc-Cp se generó clonando en el 
vector pTNT, previamente digerido con Mlu I y Not I, un fragmento de DNA sintético 
(GeneArt, Life Technologies) que contenía el sitio de restricción Mlu I, el gen de la 
luciferasa, los primeros 48 nt de la región 3’ UTR del mRNA de la luciferasa, un sitio de 
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clonaje múltiple y los 29 nt del elemento GAIT de la Cp flanqueados por las dianas de 
restricción Sal I y Not I. Para generar el plásmido pTNT-Luc-TGEV, el fragmento de 
DNA Sal I-Not I del plásmido pTNT-Luc-Cp se intercambió por un fragmento de DNA 
sintetizado químicamente (GeneArt, Life Technologies) que contenía los 32 nt del 
motivo de RNA del TGEV similar al elemento GAIT flanqueados por los sitios de 
restricción Sal I y Not I. Finalmente, el plásmido pTNT-Luc, que no contiene ningún 
elemento GAIT, se generó mediante la religación del plásmido pTNT-Luc-Cp digerido 
con Sal I y Not I y tratado con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I. 
 
8.2. Síntesis y purificación de mRNAs quiméricos de la luciferasa 
Los diferentes mRNAs quiméricos de la luciferasa se generaron mediante 
transcripción in vitro a partir de los plásmidos pTNT-Luc-Cp, pTNT-Luc-TGEV y pTNT-
Luc digeridos con Bam HI. Para ello, 500 ng de cada DNA molde se transcribieron in 
vitro con la polimerasa del fago T7 utilizando el reactivo mMESSAGE mMACHINE T7 kit 
(Ambion), según las indicaciones del fabricante. Este reactivo permite además, la 
incorporación de la estructura cap a los transcritos sintetizados. Posteriormente, los 
transcritos generados se purificaron utilizando el reactivo RNeasy mini kit (QIAGEN), 
se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante en geles de agarosa al 2.5%, 
se cuantificaron espectrofotométricamente y se guardaron a -70ºC hasta su uso. 
 
8.3. Preparación de extractos citoplasmáticos de células U937 
Para preparar extractos citoplasmáticos de células monocíticas humanas U937, 
1x107 células crecidas en RPMI-1640 con SFT al 10%,  se incubaron en 10 mL de RPMI-
1640 con SFT al 0.5% durante 1 h a 37ºC y posteriormente, se trataron o no se 
trataron con 500 U/mL de IFN-γ recombinante humano (R&D System) durante 24 h a 
37ºC. El tratamiento con IFN-γ induce la formación del complejo proteico GAIT. Tras 
el tratamiento, las células se desprendieron con una espátula, se centrifugaron a 
1500 xg durante 5 min a 4ºC, se lavaron con PBS, se resuspendieron en 1 mL de 
PhosphoSafe Extraction Reagent (Novagen) al que se le había añadido previamente 
una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche), y se lisaron a 4ºC durante 
5 min. A continuación, el lisado celular se centrifugó a 16000 xg durante 5 min a 4ºC, 
se recogió el sobrenadante y se determinó la concentración de proteínas con el 
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reactivo BCATM Protein Assay Kit (Pierce). 
 
8.4. Traducción in vitro y evaluación de la actividad luciferasa 
La traducción de los diferentes transcritos quiméricos de la luciferasa se evaluó 
in vitro en presencia o ausencia del complejo proteico GAIT utilizando lisados de 
reticulocito de conejo. Para ello, 200 ng de cada transcrito quimérico se tradujeron 
con 35 µL de lisado de reticulocito de conejo (Promega) en presencia de 4 µg de 
extractos citoplasmáticos de células U937 tratadas (contienen el complejo GAIT) o no 
tratadas (no contienen el complejo GAIT) con IFN-γ, 1 µM de todos los aminoácidos, y 
40 U de RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega). Las reacciones de traducción se 
realizaron a 30ºC durante 90 min en un volumen final de 50 µL. Finalizadas las 
reacciones, la eficiencia de la traducción se analizó mediante la cuantificación de la 
actividad luciferasa con el reactivo Luciferase Assay System (Promega) usando un 
luminómetro Orion Microplate (Berthold Detection System), según las indicaciones 
del fabricante. 
 
9. GENERACIÓN DE VIRUS RECOMBINANTES DEL TGEV 
9.1. Construcción de los clones infectivos pBAC-TGEV-mutC y pBAC-TGEV-mutG  
Los clones infectivos del TGEV pBAC-TGEV-mutC y pBAC-TGEV-mutG, los cuales 
presentan el motivo de RNA similar al elemento GAIT mutado, se generaron a partir 
del clon infectivo pBAC-TGEVFL-SPTV que contiene el gen S del aislado respiratorio tipo 
purdue del TGEV (Sánchez y col., 1999; Almazán y col., 2000; Cruz y col., 2011). Para 
ello, se generaron mediante síntesis química (GeneArt, Life Technologies) dos 
fragmentos de DNA, mutC y mutG, que abarcan los últimos 727 nt del genoma viral 
flanqueados por los sitios de restricción Kpn I y Bam HI. El fragmento mutC contenía 
una mutación puntual U→C en posición genómica 28181 y el fragmento mutG 
contenía la misma mutación mas dos mutaciones puntuales adicionales A→G y C→U 
en las posiciones genómicas 28178 y 28190, las cuales destruían parcialmente la 
estructura secundaria predicha del motivo de RNA. A continuación, ambos 
fragmentos se digirieron con Kpn I y Bam HI y se clonaron en el plásmido intermedio 
pSL-3EMN7 (contiene la región del genoma de TGEV comprendida entre los 
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nucleótidos 20372 y 28087) (Penzes y col., 2001) digerido con las mismas enzimas de 
restricción, generándose los plásmidos pSL-3EMN7-mutC y pSL-3EMN7-mutG. 
Finalmente, los plásmido pBAC-TGEV-mutC y pBAC-TGEV-mutG se generaron 
mediante la sustitución del fragmento de DNA Mlu I-BamH I del clon infectivo pBAC-
TGEVFL-SPTV por el fragmento correspondiente de los plásmidos pSL-3EMN7-mutC y 
pSL-3EMN7-mutG, los cuales contenían el motivo de RNA similar al elemento GAIT 
mutado. En todos los casos los diferentes pases de clonaje fueron chequeados 
mediante análisis de restricción y secuenciación. 
 
9.2. Rescate de virus recombinantes a partir de los clones de cDNA infectivos 
Para rescatar virus recombinantes del TGEV a partir del clones infectivos, células 
BHK-pAPN crecidas al 90% de confluencia en placas de 35-mm de diámetro en medio 
DMEM,10% SFT y sin antibióticos, se transfectaron con 4 µg con de los clones 
infectivos usando 12 µL de Lipofectamina 2000 (Life Technologies), según las 
especificaciones del fabricante. Después de un periodo de incubación de 6 h a 37ºC, 
las células se levantaron con tripsina, se añadieron sobre una monocapa confluente 
de células ST crecidas en placas de 35-mm de diámetro, y se incubaron a 37ºC 
durante 72 h o hasta que se detectará un efecto citopático superior al 50%. 
Posteriormente, el sobrenadante de las células se recogió y los virus recombinantes 
rescatados se clonaron mediante tres pasos sucesivos de purificación de placas de 
lisis en medio semisólido con 0.6% de agarosa. Finalmente, los virus clonados se 
amplificaron y se titularon en células ST siguiendo protocolos previamente descritos 
(Jiménez y col., 1986). 
 
10. METODOLOGÍA UTILIZADA EN LOS ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO GÉNICO 
10.1. Efecto del silenciamiento de las proteínas RRS y p100 sobre la infección 
por el TGEV 
El silenciamiento génico se llevó a cabo utilizando células Huh-7 y la 
tecnología de siRNAs. Por cada pocillo de una placa multipocillo de 24 pocillos, 5 x 
104 células crecidas en medio DMEM con 10% de SFT y sin antibióticos se 
transfectaron mediante transfección reversa con 10 nM de los siRNAs (Silencer® Select 
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siRNAs, Ambion, Life Technologies) (Tabala VII) y 2 μL del reactivo siPORT Amine 
(Ambion) diluido en 25 μL de medio Opti-MEM I (Gibco), siguiendo las indicaciones 
del fabricante. Posteriormente, las células transfectadas se sembraron en placas de 
24 pocillos (5 x 104 células/pocillo) en medio DMEM con 10% de SFT y sin antibióticos 
y se infectaron 48 h después con el aislado PUR46-C11 del TGEV a una mdi de 5 
UFP/célula. A las 36 y 72 hdi, el RNA, las proteínas y el virus extracelular se recogieron 
para su posterior análisis. La expresión de los genes celulares silenciados y la síntesis 
del RNA viral se cuantificó por RT-qPCR como se describe en el apartado 5.3 de esta 
sección y la producción viral se determinó mediante titulación en células ST (Jiménez 
y col., 1986). 
 
10.2. Efecto del silenciamiento de MDA5 y RIG-I en la respuesta antiviral frente 
al TGEV 
El papel de ambos sensores citoplásmicos en la respuesta antiviral frente al 
TGEV se evaluó en células ST mediante silenciamiento génico. Para ello, células ST se 
transfectaron dos veces con siRNAs específicos (Silencer® Select siRNAs, Life 
Technologies) siguiendo el protocolo de transfección reversa. Para cada pocillo de 
una placa multipocillo de 6 pocillos, 8.4 x 105 células crecidas en medio DMEM con 
10% de SFT y sin antibióticos se transfectaron en suspensión con 25 nM de los siRNAs 
específicos para MDA5 y RIG-I (Tabla VII) y 8 μL del reactivo siPORT Amine (Life 
Technologies) diluido en 100 µL de medio Opti-MEM I (Life Technologies), siguiendo 
las instrucciones del proveedor. Como control negativo se usó un siRNA irrelevante 
que previamente se había descrito para células porcinas (Tabla VII). Después de la 
transfección, las células se sembraron en DMEM con 10% de SFT y sin antibióticos en 
placas de 6 pocillos y se incubaron a 37ºC durante 48 h. Posteriormente, las células 
fueron tripsinizadas, se volvieron a transfectar con 25 nM de cada siRNA, se 
sembraron en placas de 24 pocillos a una relación de 2x105 células por pocillo, se 
incubaron a 37ºC durante 24 h. Finalmente, el medio de transfección se eliminó y las 
células se infectaron con los virus rTGEV-wt y rTGEV-mutG a una mdi de 3 UFP/célula. 
A las 12 y 18 hdi (36 y 42 h después de la segunda transfección, respectivamente), el 
RNA y las proteínas se recogieron para cuantificar la expresión de IFN-β, TNF y de los 
genes silenciados, así como los niveles de RNA viral mediante RT-qPCR, como se 
  Materiales y Métodos 
	   53 
describe en el apartado 5.3 de esta sección. 
 
Tabla VII. siRNAs utilizados en este trabajo 
siRNA ID(a) Gen Especie Secuencia 5→3’ del siRNA(b) 
s11811 RRS Humana GGU UAA AUC AUG UAG GAG Att UCU CCU ACA UGA UUU AAC Ctg 
s25749 p100 Humana CCA CCG UGU UGC AGA UAU Att UAU AUC UGC AAC ACG GUG Gtg 
#4390843 Negativo Humana Control negativo comercial, secuencia no disponible 
Custom MDA5 Porcina CCC AGA AUA UGA AAA UGA Att UUC AUU UUC AUA UUC UGG Gtt 
Custom RIG-I Porcina CAG UCA GAG ACA ACU UGG Att UCC AAG UUG UCU CUG ACU Gtt 
Custom Negativo Porcina CUG CCC CAG CGA UAU CCA Gtt CUG GAU AUC GCU GGG GCA Gtt 
(a) ID proporcionado por el fabricante (Life Techonologies). 
(b) Las secuencias de polaridad positiva y negativa se muestran en las filas superiores e inferiores, 
respectivamente. Todos los siRNAs usados son dúplex sintéticos de 21 nt con 2 nt protuberantes 
en el extremo 3’ (secuencia en minúscula). 
 
11. ENSAYO DE SENSIBILIDAD A IFN-β  
Para evaluar la sensibilidad a IFN-β de los virus rTGEV-wt y rTGEV-mutG, 
monocapas de células ST se trataron o no se trataron con 4 ng/106 células de IFN-β 
porcino (Kingfisher Biotech) durante 16 h y posteriormente se infectaron con los 
diferentes virus recombinantes a una mdi de 3 UFP/célula. A las 8 hdi, el RNA total de 
células infectadas y no infectadas se purificó utilizando el reactivo RNeasy mini kit 
(QIAGEN) para su posterior análisis mediante RT-qPCR como se describe en el 
apartado 5.3 de esta sección. 
 
12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para analizar las diferencias en los valores medios entre los distintos grupos se 
utilizó el test de la t de Student. Todos los resultados se expresaron como la media ± 
la desviación estándar y se consideraron estadísticamente significativos cuando el 
valor de P fue inferior a 0.05. 
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1. ANÁLISIS FUNCIONAL DE PROTEÍNAS CELULARES QUE INTERACCIONAN CON 
EL EXTREMO 3’ DEL GENOMA DEL TGEV 
La síntesis de RNA en CoV requiere el reconocimiento específico por proteínas 
virales y celulares de elementos de RNA en cis localizados en los extremos 5’ y 3’ del 
genoma (Ziebuhr, 2005; Enjuanes y col., 2006; Sola y col., 2011b), como se ha descrito 
para otros virus RNA de cadena positiva. En trabajos previos del laboratorio se 
identificaron nueve proteínas celulares potencialmente implicadas en la síntesis de 
RNA de CoVs en base a su interacción con los últimos 493 nt del extremo 3’ del 
genoma del TGEV. Estas proteínas incluían las hnRNPs A0, A1, A2/B1, Q y U, los 
factores de traducción EPRS, RRS y PABP, y el coactivador de la transcripción p100 
(Galán y col., 2009). El papel funcional de algunas de estas proteínas en la síntesis de 
RNA se analizó mediante experimentos de silenciamiento génico, demostrándose 
que las proteínas hnRNP Q, EPRS y PABP juegan un papel positivo en la síntesis de 
RNA de CoV (Galán y col., 2009). En esta tesis doctoral, estos estudios funcionales se 
han extendido a las proteínas RRS y p100. 
Con el fin de analizar la relevancia funcional de las proteínas RRS y p100 en la 
replicación del TGEV, se silenció su expresión con siRNAs específicos para cada gen 
(Tabla VII) y se evaluó el efecto de su silenciamiento en la síntesis de RNA viral y en la 
producción de virus infectivo. Para llevar a cabo este estudio se seleccionó la línea 
celular humana Huh-7 por su susceptibilidad a la infección por el aislado PUR46-C11 
del TGEV y por la disponibilidad de siRNAs y ensayos TaqMan prediseñados y 
validados para estas proteínas humanas. 
Inicialmente, se optimizó la transfección de los siRNAs y el intervalo de tiempo 
óptimo para el silenciamiento de los genes de las proteínas RRS y p100 utilizando 
dos siRNAs por gen. En las condiciones optimizadas, una sola transfección reversa fue 
suficiente para conseguir un silenciamiento significativo tanto a nivel de mRNA como 
de proteína. Por otra parte, de los dos siRNAs analizados para cada gen se seleccionó 
aquel que presentaba una mayor eficiencia de silenciamiento (el siRNA #2 para la RRS 
y el siRNA #1 para la p100) para llevar a cabo el ensayo (datos no mostrados) (Tabla 
VII). 
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Una vez optimizadas las condiciones de silenciamiento génico de las proteínas 
RRS y p100, se analizó su efecto en la síntesis de RNA viral y la producción de virus 
infectivo. Para ello, células Huh-7 se transfectaron mediante transfección reversa con 
10 nM de cada siRNA específico para la p100 y la RRS y un siRNA validado irrelevante 
como control negativo (Tabla VII). A las 48 hdt, las células se infectaron con el aislado 
PUR46-C11 del TGEV a una mdi de 5 UFP/célula y transcurridas 36 y 72 hdi (84 y 120 
hdt de los siRNAs, respectivamente) se recogieron muestras de RNA, proteína total y 
virus extracelular para evaluar el silenciamiento génico, la síntesis de RNA y la 
producción viral (Fig. 11A). 
El silenciamiento a nivel de mRNA de los genes SND1 y RARS se analizó mediante 
RT-qPCR utilizando ensayos TaqMan específicos de cada gen (Tabla III), 
observándose una reducción en los niveles de mRNA de entre el 55 y el 60% para 
ambas proteínas tanto a las 48 hdt como a las 120 hdt (Fig. 11B). En consonancia con 
los datos obtenidos a nivel de mRNA, cuando el silenciamiento se analizó a nivel de 
proteína mediante Western Blot utilizando anticuerpos específicos (Tabla IV), se 
observó una reducción de la expresión de las proteínas superior al 65% en ambos 
casos (Fig. 11C). 
El efecto del silenciamiento de los genes diana sobre la síntesis de RNA viral se 
analizó a las 36 y 72 hdi (84 y 120 hdt de los siRNAs, respectivamente) cuantificando 
los niveles de sgmRNA 7 viral mediante RT-qPCR utilizando un ensayo TaqMan 
específico (Tabla II). En ambos casos, se observó una reducción significativa y 
reproducible de más de 2 veces en los niveles de sgmRNA 7 viral en las células 
silenciadas con respecto a los niveles obtenidos en células transfectadas con un 
siRNA irrelevante como control negativo (Fig. 11D). Finalmente, la producción viral se 
determinó mediante titulación en células ST. En este caso, el análisis sólo se realizó a 
las 72 hdi (120 hdt con los siRNAs) que es cuando se alcanzan los mayores títulos 
virales. En consonancia con los efectos observados en las síntesis del RNA viral, se 
detectó una reducción en los títulos virales del 40 y 45% en las células donde se 
había silenciado los genes de las proteínas la p100 y la RRS, respectivamente (Fig. 
11D). En conjunto, estos resultados indicaban, que de forma similar a lo descrito para 
las proteínas hnRNP Q, EPRS y PABP (Galán y col., 2009), las proteínas celulares p100 y 
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RRS tenían un efecto positivo en la síntesis de RNA viral y en la producción de virus 
infectivo.  
 
 
Figura 11. Análisis del efecto del silenciamiento de la expresión de las proteínas p100 y RRS en 
la infección viral. (A) Diseño experimental. Se muestra un esquema del procedimiento experimental, 
donde el tiempo hace referencia a las horas después de la transfección (hdt) con los siRNAs.  
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(B) Análisis del silenciamiento génico a nivel de mRNA. El porcentaje del mRNA después del 
silenciamiento de los genes diana (se indica el siRNA utilizado para cada gen) se cuantificó a los 
tiempos indicados mediante RT-qPCR, en comparación con los niveles de referencia en células 
transfectadas con un siRNA irrelevante. (C) Análisis del silenciamiento génico a nivel de proteína. Los 
niveles de proteína después del silenciamiento de los genes indicados se cuantificaron a las 84 y 120 
hdt de los siRNAs mediante Western blot en comparación con los niveles de referencia en células 
transfectadas con un siRNA irrelevante (NEG). La proteína β-actina se utilizó como control de carga. 
(D) Síntesis de RNA viral y producción viral en células silenciadas. La síntesis de RNA viral en las células 
silenciadas para los genes indicados se evaluó a los tiempos indicados mediante la cuantificación por 
RT-qPCR de los niveles del sgmRNA del gen 7, los cuales se representan como las veces de cambio con 
respecto a los niveles de referencia en células transfectadas con un siRNA irrelevante. La producción 
viral en células silenciadas se expresa como porcentaje con respecto a los títulos virales obtenidos en 
células transfectadas con un siRNA irrelevante. En todos los casos, los datos representan la media de 
tres experimentos independientes, indicándose con barras de error las desviaciones estándar. 
 
2. IDENTIFICACIÓN DE LOS DOMINIOS DE RNA DEL EXTREMO 3’ DEL GENOMA 
DEL TGEV QUE INTERACCIONAN CON LAS PROTEÍNAS CELULARES 
Una vez demostrada una implicación funcional en la síntesis de RNA de CoV de la 
mayor parte de las proteínas celulares que interaccionan específicamente con el 
extremo 3’ del genoma, se procedió a la identificación y caracterización de los 
dominios de RNA del extremo 3’ del genoma viral implicados en estas interacciones. 
La información obtenida de estos estudios es de interés para el posterior análisis del 
mecanismo de acción de estas proteínas. 
 
2.1. Estudio de la implicación de la cola de poliA en la unión de las proteínas 
celulares al extremo 3’ del genoma del TGEV 
Para identificar los dominios de RNA del extremo 3’ del genoma que 
interaccionaban con las proteínas celulares PABP, EPRS, RRS, p100 y las hnRNPs Q, 
A1, U y A0, inicialmente, se analizó la posible implicación de la cola de poliA en estas 
interacciones mediante ensayos de cromatografía de afinidad a RNA y Western blot. 
La cromatografía de afinidad a RNA se realizó utilizando tres RNAs sintéticos que 
contenían los primeros 504 nt del extremo 5’ del genoma del TGEV (se utilizó como 
control negativo) y los últimos 493 nt del extremo 3’ del genoma con y sin la cola de 
poliA (Fig. 12). Estos RNAs se sintetizaron mediante la transcripción in vitro de 
productos de PCR generados con oligonucleótidos específicos para cada extremo 
(Tabla V) utilizando como molde el plásmido pML33L-637G (Galán y col., 2009). Los 
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transcritos se marcaron con biotina durante la transcripción in vitro utilizando una 
relación molar 1:1.25 de biotina-14-CTP con respecto al nucleótido no marcado, con 
el fin de conseguir un marcaje espaciado y minimizar el posible efecto de los grupos 
de biotina sobre la conformación del RNA. Posteriormente los RNAs se inmovilizaron 
en una resina de sefarosa/estreptavidina, se incubaron con extractos citoplasmáticos 
de células Huh-7 infectadas con el aislado PUR46-C11 del TGEV como fuente de 
proteínas y los complejos RNA-proteína se aislaron mediante centrifugación (Fig. 12). 
 
 
Figura 12. Esquema de la cromatografía de afinidad a RNA. En la parte superior se muestra el 
genoma del TGEV, donde se indican los genes virales (ORF1a, ORF1b, S, 3a, 3b, E, M, N, 7), la secuencia 
líder (L), la secuencia 3’ UTR (UTR) y el poliA (An). Debajo del genoma viral se muestra el esquema y la 
posición genómica de los RNAs correspondientes al extremo 5’ (5’) y al extremo 3’ con (3’PA) o sin la 
cola de poliA (3’) utilizados en la cromatografía de afinidad a RNA. En la parte inferior se muestra el 
procedimiento seguido para el aislamiento de proteínas mediante cromatografía de afinidad a RNA y 
su posterior análisis mediante Western blot. 
 
Finalmente, las proteínas aisladas por afinidad se analizaron mediante Western blot 
(Fig. 13) utilizando anticuerpos específicos para cada proteína (Tabla IV). Los datos 
obtenidos confirmaron la unión preferencial de todas las proteínas analizadas al 
extremo 3’ del genoma con poliA con respecto al extremo 5’, como había sido 
descrito previamente (Galán y col., 2009). Por otra parte, como era de esperar, la 
PABP se unía específicamente al extremo 3’ con poliA y no al extremo 3’ sin poliA. El 
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resto de proteínas analizadas interaccionaron con ambos extremos 3’, con y sin la 
cola de poliA (Fig. 13), indicando que la interacción con el extremo 3’ del genoma de 
las proteínas EPRS, RRS, p100, y las hnRNPs Q, A1, U y A0 no está mediada por la cola 
de poliA.  
 
 
Figura 13. Relevancia de la cola de poliA en la unión de las proteínas celulares a extremo 3’ del 
genoma del TGEV. En la parte superior se muestra el esquema de los RNAs utilizados en la 
cromatografía de afinidad a RNA, en donde los diferentes genes (ORF 1a y 7), la secuencia líder (L) y la 
secuencia 3’ UTR (UTR) están representados como barras. Extractos proteicos citoplasmáticos (600 µg) 
de células Huh-7 infectadas con TGEV se incubaron sin RNA (-) o con RNAs sintéticos correspondientes 
al extremo 5’ del genoma (5’), al extremo 3’ sin poliA (3’) o al extremo 3’ con poliA (3’PA). Las proteínas 
unidas a los distintos RNAs se aislaron mediante cromatografía de afinidad a RNA y se analizaron 
mediante Western blot utilizando anticuerpos específicos frente a las proteínas indicas. 
 
2.2. Localización de los dominios de RNA del extremo 3’ del TGEV que 
interaccionan con proteínas celulares  
Una vez descartada la implicación del poliA en la interacción de las proteínas 
EPRS, RRS, p100, y las hnRNPs Q, A1, U y A0 con el extremo 3’ del genoma viral, se 
procedió a identificar la región del extremo 3’ del genoma del TGEV que contenían 
los dominios de RNA implicados en dicha unión. Con este fin, los últimos 493 nt del 
extremo 3’ del genoma se dividieron en 6 fragmentos de RNA solapantes (F1 a F6) 
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(Fig. 14A). Estos fragmentos se seleccionaron teniendo en cuenta la estructura 
secundaria del extremo 3’ del genoma predicha utilizando el programa Mfold 3.4. 
(Zuker, 2003) y los datos publicados sobre los elementos de RNA en cis del extremo 3’ 
necesarios para la síntesis del RNA viral de CoVs. Los fragmentos F1 y F2, que abarcan 
las regiones genómicas comprendidas entre los nucleótidos 28087-28207 y 28147-
28277, respectivamente, contenían cuatro SLs cuya función en el ciclo viral es 
desconocida. Los fragmentos F3, F4 y F5 (nucleótidos 28269-28388, 28358-28481 y 
28289-28426, respectivamente) comprendían una región del genoma que contiene 
estructuras de RNA similares al BSL y al PK, descritas previamente en los virus MHV y 
BCoV como dos estructuras de RNA funcionalmente importantes en la síntesis de 
RNA de CoV (Hsue y Masters, 1997; Williams y col., 1999; Zust y col., 2008). 
Finalmente, el fragmento F6 que abarca los nucleótidos 28469-28,580, contiene la 
región HVR y el octanucleótido universalmente conservado en todos los CoVs 
(GGAAGAGC) (Zust y col., 2008; Madhugiri y col., 2014). Los fragmentos de RNA se 
generaron mediante transcripción in vitro a partir de moldes de DNA generados 
mediante PCR utilizando oligonucleótidos específicos para cada fragmento (Tabla V) 
y el plásmido pML33L-637G como molde. Estos RNAs se marcaron con biotina 
durante la transcripción in vitro, se inmovilizaron en resinas de 
sefarosa/estreptavidina y se usaron como ligando en experimentos de cromatografía 
de afinidad a RNA utilizando extractos citoplasmáticos de células Huh-7 infectadas. 
En paralelo, la cromatografía de afinidad a RNA se realizó sin RNA o con los extremos 
completos 5’ y 3’ sin el poliA como controles de especificidad. Las proteínas aisladas 
por cromatografía de afinidad se resolvieron en geles de SDS-PAGE y se analizaron 
mediante Western blot utilizando anticuerpos específicos (Tabla IV) (Fig. 14B). 
Además de la unión preferencial de todas las proteínas analizadas con el extremo 3’ 
del genoma sin poliA, se observó la unión específica de las proteínas EPRS y RRS con 
el fragmento F2 y la unión preferencial de la hnRNP A1 al fragmento F4 (Fig. 14B). En 
el caso de las hnRNPs Q y A0, estas proteínas se unieron preferencialmente a varios 
fragmentos de RNA, F2 y F6 en el caso de la hnRNP Q y F2 y F4 en el caso de la hnRNP 
A0 (Fig. 14B). Sin embargo, en el caso de las proteínas hnRNP U y p100 no se observó 
una unión preferencial por ninguno de los fragmento de RNA analizados en las 
condiciones experimentales utilizadas (Fig. 14B). 
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Figura 14. Mapeo de los dominios de RNA del extremo 3’ que interaccionan con las proteínas 
celulares. (A) Estructura secundaria de los últimos 493 nt del extremo 3’ del genoma del TGEV. Se 
muestra la estructura secundaria predicha con el programa Mfold 3.4, donde se indica la localización y 
secuencia de los seis fragmentos de RNA solapantes (F1 a F6), las estructuras de RNA similares al BSL y 
al PK, la región HVR y el octanucleótido (OCT) conservado en todos los CoVs. (B) Identificación de las 
regiones de RNA que interaccionan con las proteínas celulares. Se realizaron cromatografías de 
afinidad a RNA utilizando RNAs biotinados correspondientes a los seis fragmentos de RNA solapantes 
(F1 a F6) del extremo 3’ del genoma viral y 600 µg de extractos citoplasmáticos de células Huh-7 
infectadas con el TGEV. Como controles de especificidad, la cromatografía de afinidad también se 
realizó sin RNA (-), con el extremo 5’ (5’) o con el extremo 3’ sin poliA (3’). Las proteínas aisladas se 
resolvieron electroforéticamente junto con 50 µg de extracto inicial (I) y se analizaron mediante 
Western blot con anticuerpos específicos frente a las proteínas indicadas. Las masas moleculares de las 
proteínas se indican en kDa a la izquierda de cada panel. 
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Teniendo en cuenta la interacción específica observada de las proteínas EPRS y 
RRS con el fragmento de RNA F2, y que ambas proteínas están implicadas en la 
síntesis del RNA viral, el fragmento F2 se seleccionó con el fin de identificar los 
dominios de RNA que interaccionan con ambas aminoacil tRNA sintetasas. 
 
2.3. Identificación de los dominios de RNA del genoma del TGEV que 
interaccionan con las proteínas EPRS y RRS  
Con el fin de identificar los dominios de RNA dentro del fragmento F2 
responsables de la interacción de las proteínas EPRS y RRS con el extremo 3’ del 
genoma del TGEV, en una primera aproximación, el fragmento F2 se subdividió en 
tres fragmentos de alrededor de 60 nt (F2.1, F2.2 y F2.3), teniendo en cuenta su 
estructura secundaria predicha (Fig. 15A). Estos fragmentos de RNA se sintetizaron 
químicamente y se marcaron con una sola molécula de biotina en el extremo 3’ con 
el fin de minimizar el posible efecto de los grupos de biotina sobre la conformación 
del RNA. Posteriormente, los RNAs marcados con biotina se inmovilizaron en resinas 
de sefarosa/estreptavidina y se usaron como ligando en experimentos de 
cromatografía de afinidad a RNA como se ha descrito anteriormente. En paralelo, el 
ensayo se realizó con los fragmentos F2 y F3 como controles de especificidad. 
Finalmente, las proteínas aisladas por cromatografía de afinidad se separaron en 
geles de SDS-PAGE y se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos 
específicos frente a las proteínas EPRS y RRS (Tabla IV) (Fig. 15B). Además de la unión 
específica esperada de ambas proteínas con el fragmento F2, se observó que la RRS 
se unía específicamente al fragmento F2.2, siendo esta unión solamente preferencial 
en el caso de la EPRS (Fig. 15B). 
Después de determinar que el fragmento F2.2 contenía los motivos de RNA que 
interaccionaban con ambas aminoacil tRNA sintetasas, este fragmento se dividió 
posteriormente en cuatro nuevos fragmentos de aproximadamente 30 nt (F2.2L, 
F2.2R, F2.2U y F2.2D) con el fin de identificar el motivo específico de RNA que 
interaccionaba con ambas proteínas. La división del fragmento F2 se realizó de 
acuerdo a su secuencia y a la predicción de su estructura secundaria, la cual consistía 
en una estructura de RNA compleja en forma de horquilla con dos loops internos (Fig. 
16A). Los fragmentos F2.2L y F2.2R comprendían la mitad 5’ y 3’ del fragmento F2.2,  
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Figura 15. Mapeo de los dominios de RNA del fragmento F2 que interaccionan con las proteínas 
EPRS y RRS. (A) Estructura secundaria del fragmento F2. Se muestra la estructura secundaria predicha 
con el programa Mfold 3.4, donde se indica la secuencia y estructura de los fragmentos de RNA F2.1, 
F2.2 y F2.3. (B) Análisis de los dominios de RNA que interaccionan con las proteínas EPRS y RRS 
mediante cromatografía de afinidad a RNA y Western blot. Se realizaron cromatografías de afinidad a 
RNA utilizando RNAs biotinilados correspondientes a los fragmentos F2.1, F2.2 y F2.3 y 600 µg de 
extractos citoplasmáticos de células Huh-7 infectadas con el TGEV. Como controles de especificidad, el 
ensayo se realizó sin RNA (-) o con los fragmentos F2 y F3. La presencia de la EPRS y la RRS en el 
extracto inicial (I) y en las proteínas aisladas por cromatografía de afinidad se analizaron mediante 
Western blot con anticuerpos específicos. Las masas moleculares de las proteínas se indican en kDa a la 
izquierda de cada panel. 
 
respectivamente. El fragmento F2.2U contenía la secuencia que formaba el stem 
superior de la estructura y el F2.2D estaba compuesto de una secuencia discontinua 
en el genoma que contenía los dos loops internos (Fig. 16A). Los cuatro fragmentos 
de RNA se sintetizaron químicamente, se marcaron con biotina y se utilizaron como 
cebos, junto con el fragmento F2.2 como control de especificidad, en ensayos de 
cromatografía de afinidad a RNA. Las proteínas aisladas por cromatografía de 
afinidad se resolvieron en geles de SDS-PAGE y se analizaron mediante Western blot 
(Fig. 16B). Además de la unión específica esperada de la EPRS y la RRS con el 
fragmento F2.2, se observó que ambas proteínas se unían preferentemente al 
fragmento F2.2L (Fig. 16B).  
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Figura 16. Mapeo de los dominios de RNA del fragmento F2 que interaccionan con las proteínas 
EPRS y RRS. (A) Estructura secundaria del fragmento F2.2. Se muestra la estructura secundaria 
predicha con el programa Mfold 3.4, donde se indica la secuencia y estructura de los fragmentos de 
RNA F2.2L, F2.2R, F2.2U y F2.2D. (B) Identificación de los dominios de RNA que interaccionan con las 
proteínas EPRS y RRS mediante cromatografía de afinidad a RNA y Western blot. Se realizaron 
cromatografías de afinidad a RNA utilizando RNAs biotinilados correspondientes a los fragmentos 
F2.2L, F2.2R, F2.2U y F2.2D y 600 µg de extractos citoplasmáticos de células Huh-7 infectadas con el 
TGEV. Como controles de especificidad, el ensayo se realizó sin RNA (-) o con el fragmento F2.2. La 
presencia de la EPRS y la RRS en el extracto inicial (I) y en las proteínas aisladas por cromatografía de 
afinidad se analizaron mediante Western blot con anticuerpos específicos. Las masas moleculares de 
las proteínas se indican en kDa a la izquierda de cada panel. 
 
2.4. Análisis de la secuencia y estructura secundaria del fragmento F2.2L  
El fragmento F2.2L comprende una secuencia de 32 nt localizada a 410 nt del 
extremo 3’ del genoma viral que se encuentra dentro de la región codificante del gen 
7 del TGEV (Fig. 17). El análisis detallado de la secuencia de este fragmento mostró 
que tenía mas de un 80% de identidad con el elemento GAIT del gen de la 
ceruloplasmina (Cp) (Fig. 17). El elemento GAIT es en un motivo de RNA que se 
encuentra exclusivamente en la región 3’ UTR de diversos mRNAs que codifican 
proteínas proinflamatorias y está implicado en la modulación de la respuesta 
inflamatoria a nivel postranscripcional (Sampath y col., 2003; Mukhopadhyay y col., 
2009). Después de la estimulación con IFN-γ se induce la formación del complejo 
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proteico GAIT (constituido por las proteínas EPRS, hnRNP Q, L13a y GAPDH) el cual, a 
través de la interacción con el elemento GAIT, inhibe la traducción de los mRNAs que 
lo contienen, favoreciendo de este modo la resolución de la inflamación.  
 
 
Figura 17. Análisis de la secuencia del fragmento F2.2L. En la parte superior se muestra el esquema 
del genoma del TGEV, donde se indican los genes virales (ORF1a, ORF1b, S, 3a, 3b, E, M, N, 7), la 
secuencia líder (L), la región 3’ UTR (UTR) y la cola de poliA (An). En la parte inferior de la figura se 
muestra el alineamiento de las secuencias del fragmento F2.2L y del elemento GAIT de la Cp (Cp-GAIT) 
y sus estructuras secundarias respectivas con los residuos A y U críticos para la función del elemento 
GAIT incluidos dentro de un círculo verde. Los números situados sobre las secuencias y las estructuras 
secundarias indican la posición genómica del fragmento F2.2L. 
 
Además de la homología a nivel de secuencia, la estructura secundaria del 
elemento GAIT celular, consistente en un SL con un loop interno asimétrico, estaba 
muy conservada en el dominio de RNA viral, incluyendo los residuos de adenina y 
uracilo localizados en el loop interno asimétrico (Fig. 17) que son críticos para la 
función del elemento GAIT celular (Sampath y col., 2003; Mukhopadhyay y col., 2009). 
En su conjunto, los datos obtenidos sugerían que el motivo de RNA viral contenido 
en el fragmento F2.2L podría constituir un motivo de RNA similar al elemento GAIT 
celular. 
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3. ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN DE LA EPRS Y LA RRS CON EL MOTIVO DE RNA 
VIRAL SIMILAR AL ELEMENTO GAIT 
3.1. Análisis in vitro de la interacción de las proteínas EPRS y RRS con el motivo 
de RNA viral similar al elemento GAIT 
Con el fin de determinar si la interacción observada de la EPRS y RRS con el 
motivo de RNA viral similar al elemento GAIT es directa o indirecta, se llevó a cabo un 
ensayo EMSA utilizando proteínas purificadas comerciales y un oligonucleótido de 
RNA sintetizado químicamente y marcado con biotina que contenía  el motivo de 
RNA viral similar al elemento GAIT (Fig. 18). Como controles negativos se utilizaron la  
proteína GAPDH, que es una proteína del complejo GAIT que no interacciona 
directamente con el elemento GAIT, y el péptido DDK/MYC, dado que la EPRS 
utilizada en el ensayo estaba fusionada a este péptido en su extremo N-terminal. 
 
 
Figura 18. Análisis de la interacción entre la EPRS y el motivo de RNA similar al elemento GAIT 
mediante EMSA. Las proteínas EPRS, GAPDH y DDK/MYC se incubaron con el motivo de RNA similar 
al elemento GAIT (TGEV-GAIT) biotinado y los complejos RNA-proteína formados se resolvieron 
electroforéticamente. Tras la transferencia a membranas de nylon, el RNA marcado con biotina se 
detectó utilizando el reactivo BrightStar BioDetect kit (Ambion). 
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Desafortunadamente, la RRS purificada no entró en el gel nativo en las condiciones 
ensayadas en este experimento y por lo tanto no se pudieron obtener resultados 
acerca de la interacción de la RRS con el motivo de RNA viral mediante esta técnica. 
Sin embargo, se observó un retardo en la movilidad electroforética del motivo de 
RNA similar al elemento GAIT cuando este se incubó con la EPRS y no cuando se 
incubó con la proteína GAPDH o el péptido DDK/MYC (Fig. 18). Estos resultados 
indicaron que al menos la EPRS interaccionaba directa y específicamente con el 
motivo de RNA viral similar al elemento GAIT in vitro, de forma similar a lo descrito 
para el elemento GAIT celular (Jia y col., 2008; Mukhopadhyay y col., 2009).  
 
3.2. Análisis de la interacción de las proteínas EPRS y RRS con el RNA viral 
durante la infección 
Con el fin de analizar si la interacción observada in vitro entre el motivo de RNA 
viral similar al elemento GAIT y las proteínas celulares EPRS y RRS también ocurre 
durante el transcurso de la infección, esta interacción se analizó en células infectadas 
mediante ensayos de inmunoprecipitación de RNA asociado a proteína (Fig. 19). Para 
ello, extractos citoplasmáticos de células ST infectadas con el aislado PUR46-MAD del 
TGEV se inmunoprecipitaron con anticuerpos específicos frente a las proteínas EPRS, 
RRS y frente a la proteína verde fluorescente (GFP) como control de especificidad 
(Tabla IV). El RNA asociado a los complejos RNA-proteína inmunoprecipitados, se 
aisló utilizando el RNeasy Mini kit (QIAGEN) y la presencia del gRNA y de los sgmRNAs 
virales se analizó mediante RT-qPCR utilizando oligonucleótidos específicos (Tabla II). 
Tanto el gRNA como los sgmRNAs virales, que contienen el motivo de RNA similar al 
elemento GAIT en el extremo 3’ se detectaron específicamente en los complejos 
RNA-proteína inmunoprecipitados con los anticuerpos específicos frente a las 
proteínas EPRS y RRS, a diferencia de las muestras inmunoprecipitadas con el 
anticuerpo control frente a GFP (Fig. 19). Los datos obtenidos confirmaron que 
ambas aminoacil tRNA sintetasas interaccionaban específicamente con los RNAs 
virales durante la infección por el TGEV. 
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Figura 19. Análisis de la interacción de la EPRS y la RRS con los RNAs virales mediante 
inmunoprecipitación de RNA asociada a proteína. Extractos citoplasmáticos de células ST 
infectadas con el aislado PUR46-MAD del TGEV a una mdi de 5 UFP/célula se inmunoprecipitaron con 
anticuerpos específicos frente a las proteínas EPRS (α-EPRS), RRS (α-­‐RRS) y GFP (α-GFP). La presencia 
del gRNA viral y de los sgmRNA de los genes S, 3a, M, E, N y 7 en los complejos RNA-proteína 
inmunoprecipitados, se cuantificó mediante RT-qPCR y se expresó en relación a los niveles de RNA en 
las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo control frente a GFP. Los datos representan la 
media de tres experimentos, indicándose con barras de error las desviaciones estándar. 
 
 
3.3. Estudio de la incorporación de las aminoacil tRNA sintetasas EPRS y RRS en 
la partícula viral 
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio habían mostrado la 
incorporación en las partículas virales del TGEV de varias proteínas virales y celulares 
implicadas en la síntesis de RNA de CoV (Nogales, 2012; Nogales y col., 2012). 
Teniendo en cuenta que las proteínas EPRS y RRS están implicadas en la síntesis de 
RNA de CoV y que ambas proteínas interaccionan específicamente con el gRNA, se 
analizó la posibilidad de que estas proteínas se incorporasen en la partícula viral a 
través de su interacción con el gRNA. Con este fin, extractos de células ST infectadas 
con el virus TGEV, o sin infectar, se separaron mediante SDS-PAGE junto con 10 µg de 
viriones altamente purificados del TGEV y se analizaron por Western blot utilizando 
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anticuerpos específicos frente a las proteínas EPRS y RRS (Tabla IV). En paralelo, se 
analizó la presencia de la proteína estructural N como control positivo y del 
marcador de retículo endoplásmico GRP78 como control negativo, utilizando 
anticuerpos específicos (Tabla IV). Las dos aminoacil tRNA sintetasas se detectaron en 
los viriones purificados de forma similar a la proteína estructural N, mientras que la 
GRP78 se detectó en células no infectadas e infectadas pero no en viriones 
purificados (Fig. 20). Estos datos sugerían que las proteínas EPRS y RRS se 
incorporaban en la partícula viral. 
 
 
 
Figura 20. Identificación de las proteínas celulares EPRS y RRS en viriones purificados del TGEV. 
Extractos de células ST no infectadas (M) o infectadas (I) con el aislado PUR46-MAD del TGEV a una 
mdi de 5 UFP/célula se resolvieron mediante SDS-PAGE (NuPAGE 4-12% Bis-Tris) junto con 10 µg de 
viriones purificados (V) y se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos específicos (Tabla 
IV) frente a las proteínas indicadas. Las masas moleculares de las proteínas analizadas se indican en 
kDa a la izquierda de cada panel. 
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4. ANÁLISIS FUNCIONAL IN VITRO DEL MOTIVO DE RNA SIMILAR AL ELEMENTO 
GAIT DEL TGEV 
En base al papel funcional del elemento GAIT celular en el silenciamiento de la 
traducción de mRNAs que codifican proteínas proinflamatorias (Mukhopadhyay y 
col., 2009), se analizó si el motivo de RNA similar al elemento GAIT del TGEV inhibía la 
traducción en presencia del complejo proteico GAIT. Con este fin, se construyeron 
tres mRNAs quiméricos que expresaban la proteína luciferasa y que contenían en su 
extremo 3’ UTR el elemento GAIT de la Cp, el motivo de RNA similar al elemento GAIT 
del TGEV o ningún elemento GAIT (Fig. 21A). Estos mRNAs se generaron mediante 
transcripción in vitro utilizando como molde los plásmidos pTNT-Luc-Cp, pTNT-Luc-
TGEV y pTNT-Luc, respectivamente. Posteriormente, los mRNAs quiméricos se 
tradujeron in vitro usando lisados de reticulocitos en presencia o ausencia del 
complejo GAIT y la eficiencia de la traducción se analizó cuantificando la actividad de 
la luciferasa (Fig. 21B). Dado que el complejo GAIT se ensambla en células 
monocíticas tratadas con IFN-γ (Sampath y col., 2004), en las reacciones de 
traducción in vitro se utilizaron extractos citoplasmáticos de células monocíticas 
U937 tratadas con IFN-γ, como fuente del complejo GAIT. En ausencia del complejo 
GAIT se detectó traducción de la luciferasa en todos los casos (Fig. 21B), como era 
presumible. Sin embargo, en presencia del complejo GAIT se observó una clara 
inhibición de la traducción de aquellos mRNAs que contenían en su extremo 3’ UTR 
el elemento GAIT de la Cp (75% de inhibición) o el motivo de RNA viral similar al 
elemento GAIT (50% de inhibición) (Fig. 21B). Además, se observó una reversión de 
este efecto inhibitorio cuando a la reacción de traducción in vitro se añadieron 
cantidades crecientes del elemento GAIT de la Cp o del motivo de RNA viral como 
competidores, indicando que la inhibición de la traducción observada era debida 
específicamente a la presencia en el mRNA de los elementos GAIT celular o viral 
(datos no mostrados). En su conjunto, los datos obtenidos indicaron que el motivo 
de RNA viral inhibe la traducción de los mRNAs que lo contienen, posiblemente a 
través de su interacción con el complejo GAIT, de forma similar a lo descrito para el 
GAIT celular. 
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Figura 21.Análisis in vitro de la inhibición de la traducción mediada por el motivo de RNA viral 
similar al elemento GAIT. (A) Diseño experimental. Se muestra la estructura genética de los mRNAs 
quiméricos que expresan la luciferasa, donde se indica si contienen en el 3’ UTR ningún elemento 
GAIT (No-GAIT), el elemento GAIT de la Cp (Cp-GAIT) o el motivo de RNA similar al elemento GAIT del 
TGEV (TGEV-GAIT). Además, se indican los resultados esperados de la traducción in vitro de estos 
mRNAs en ausencia (-) o en la presencia (+) del complejo GAIT. (B) Análisis de la actividad luciferasa. 
Los mRNAs quiméricos (No-GAIT, Cp-GAIT y TGEV-GAIT) se tradujeron in vitro en ausencia (barras 
azules) o en la presencia (barras rojas) del complejo GAIT. La eficiencia de la traducción se analizó 
cuantificando la actividad luciferasa mediante luminometría y se expresó como el porcentaje de 
actividad luciferasa obtenida en presencia del complejo GAIT con respecto a la actividad luciferasa 
obtenida en ausencia del complejo GAIT. Los datos representan la media de tres experimentos, 
indicándose con barras de error las desviaciones estándar. 
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5. GENERACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE VIRUS RECOMBINANTES DEL TGEV 
CON MUTACIONES EN EL MOTIVO DE RNA SIMILAR AL ELEMENTO GAIT 
Una vez determinado que el motivo de RNA similar al elemento GAIT del TGEV 
inhibe la traducción in vitro de los mRNAs que lo contienen, se estudió el papel 
funcional de este motivo en el contexto de la infección mediante análisis mutacional. 
 
5.1. Diseño de mutantes del motivo de RNA similar al elemento GAIT y 
caracterización in vitro de su interacción con las proteínas EPRS y RRS 
Basándonos en los datos funcionales del elemento GAIT de la Cp (Sampath y col., 
2003; Mukhopadhyay y col., 2009) y teniendo en cuenta que el motivo de RNA viral 
se localiza dentro de la región codificante del gen 7, se diseñaron dos mutantes 
(mutC y mutG) que contuvieran mutaciones silenciosas y que, por homología con el 
elemento GAIT celular, afectaran a la interacción con las proteínas EPRS y RRS y por 
tanto a la funcionalidad del motivo de RNA viral similar al elemento GAIT (Fig. 22A). El 
mutante mutC contenía una única mutación puntual U → C (posición genómica 
28181) en el residuo conservado de uracilo localizado en el loop interno asimétrico, el 
cual es crítico para la funcionalidad del elemento GAIT de la Cp (Sampath y col., 2003; 
Mukhopadhyay y col., 2009) (Fig. 22A). El mutante mutG, contenía la mutación 
puntual U → C (posición genómica 28181) presente en el mutC y dos mutaciones 
puntuales adicionales, A → G y C → U (posiciones genómicas 28178 y 28190, 
respectivamente), las cuales rompían parcialmente el stem y el loop interno 
asimétrico que son también esenciales para la funcionalidad del elemento GAIT 
celular (Sampath y col., 2003; Mukhopadhyay y col., 2009) (Fig. 22A). 
Los mutantes del dominio de RNA viral se sintetizaron químicamente y se analizó 
si las mutaciones introducidas afectaban a la interacción con las proteínas EPRS y RRS 
mediante cromatografía de afinidad a RNA y Western blot. Para ello, extractos 
citoplasmáticos de células Huh-7 infectados con el aislado PUR46-C11 del TGEV se 
incubaron con los motivos de RNA viral nativo o con los mutantes descritos, y la 
presencia de las proteínas EPRS y RRS en los complejos RNA-proteína aislados se 
analizó mediante Western blot utilizando anticuerpos específicos (Tabla IV). Se 
observó una reducción moderada en la interacción de ambas proteínas con el 
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mutante mutC con respecto al motivo nativo y una pérdida total de esta interacción 
en el caso del mutante mutG (Fig. 22B). Estos datos sugerían que las mutaciones 
introducidas afectaban total o parcialmente a la interacción de las proteínas EPRS y 
RRS con el motivo de RNA viral. 
 
 
Figura 22. Diseño y caracterización in vitro de los mutantes del motivo de RNA similar al 
elemento GAIT. (A) Secuencia y estructura secundaria predicha de los mutantes del motivo de RNA 
viral. En la parte superior se muestra el genoma del TGEV, donde se indican los genes virales (ORF 1a, 
ORF 1b, S, 3a, 3b, E, M, N y 7), la secuencia líder (L), la secuencia 3’ UTR (UTR), el poliA (An) y el motivo 
de RNA similar al elemento GAIT. En la parte inferior se muestran las secuencias y las predicciones de 
estructura secundaria del motivo de RNA similar al elemento GAIT nativo (wt) y de los mutantes mutC 
y mutG, donde las mutaciones introducidas se indican en rojo. (B) Análisis de la interacción de las 
proteínas EPRS y RRS con los mutantes del motivo de RNA viral. La interacción se analizó mediante 
cromatografías de afinidad a RNA utilizando 600 µg de extractos citoplasmáticos de células Huh-7 
infectadas y RNAs biotinados correspondientes al motivo de RNA viral nativo (wt) o mutado (mutC y 
mutG). En paralelo, el ensayo también se realizó sin RNA (-) como control de especificidad. La 
presencia de la proteínas EPRS y la RRS en el extracto inicial (I) y en las proteínas aisladas por 
cromatografía de afinidad se analizaron mediante Western blot con anticuerpos específicos. Las masas 
moleculares de las proteínas analizadas se indican en kDa a la izquierda de cada panel. 
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5.2. Construcción de los virus recombinantes rTGEV-mutC y rTGEV-mutG 
Una vez caracterizada la interacción in vitro de las proteínas EPRR y RRS con los 
mutantes del motivo de RNA viral, se generaron dos virus recombinantes con el 
motivo de RNA viral mutado (rTGEV-mutC y rTGEV-mutG) mediante genética reversa 
utilizando el clon infectivo de TGEV (Almazán y col., 2000), con el fin de estudiar el 
papel funcional del motivo de RNA viral similar al elemento GAIT en el contexto de la 
infección. Los virus recombinantes se rescataron eficientemente a partir de los 
respectivos clones infectivos y todas las mutaciones introducidas se detectaron en 
los virus recombinantes después de 20 pases en cultivos celulares, indicando que los 
virus recombinantes rTGEV-mutC y rTGEV-mutG eran estables en cultivos celulares. 
 
5.3. Caracterización de los virus rTGEV-mutC y rTGEV-mutG en cultivos celulares 
Para determinar si las mutaciones introducidas afectaban a la replicación del 
virus en cultivos celulares, inicialmente se analizó el tamaño de placa y la cinética de 
crecimiento de los virus recombinantes rTGEV-mutC y rTGEV-mutG en comparación 
con el virus parental. El tamaño y la morfología de las placas de lisis se analizó 
utilizando células ST, no observándose diferencias significativas entre los virus 
mutantes y el virus parental (Fig. 23). Así mismo, cuando las cinéticas de  
 
 
 
Figura 23. Morfología y tamaño de las placas de lisis producidas por los virus rTGEV-wt, rTGEV-
mutC y rTGEV-mutG. Células ST se infectaron con los virus rTGEV-wt, rTGEV-mutC y rTGEV-mutG, se 
cubrieron con medio semisólido y las 48 hdi se fijaron con formaldehido y se tiñeron con cristal 
violeta. 
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crecimiento de los tres virus se analizaron en células ST infectadas a baja (0.05 
UFP/célula) o a alta (3 UFP/célula) mdi, tampoco se observaron diferencias 
significativas en las cinéticas de crecimiento de los virus mutantes y el virus parental 
(Fig. 24).  
 
 
Figura 24. Cinética de crecimiento de los virus rTGEV-wt, rTGEV-mutC y rTGEV-mutG. Células ST 
se infectaron con los virus rTGEV-wt (azul), rTGEV-mutC (verde) y rTGEV-mutG (rojo) a una mdi de 0.05 
o 3 UFP/célula, y a los tiempos indicados se determino la producción viral mediante titulación en 
células ST. Los datos representan la media de tres experimentos independientes, indicándose con 
barras de error las desviaciones estándar. 
 
Finalmente, se analizó si las mutaciones introducidas en el motivo de RNA viral 
similar al elemento GAIT afectaban a la síntesis de RNA viral. Para ello, células ST se 
infectaron con los virus rTGEV-wt, rTGEV-mutC y rTGEV-mutG a una mdi de 3 
UFP/célula. A diferentes hdi se extrajo el RNA total y se cuantificaron los niveles del 
gRNA y del sgmRNA del gen 7 mediante RT-qPCR utilizando oligonucleótidos 
específicos (Tabla II). Tanto los virus mutantes como el virus parental mostraron la 
misma cinética de acumulación del gRNA y del sgmRNA7 (Fig. 25), indicando que el 
motivo de RNA viral similar al elemento GAIT no era esencial para la síntesis de RNA 
viral. 
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Figura 25. Análisis de la síntesis de RNA viral de los virus rTGEV-wt, rTGEV-mutC y rTGEV-mutG. 
Células ST se infectaron con los virus rTGEV-wt (azul), rTGEV-mutC (verde) y rTGEV-mutG (rojo), y a los 
tiempos indicadas se cuantificaron los niveles del gRNA y del sgmRNA del gen 7 (sgmRNA7) mediante 
RT-qPCR. Los datos representan la media de tres experimentos independientes, indicándose con 
barras de error las desviaciones estándar. 
 
Los resultados obtenidos indicaron que el motivo de RNA similar al elemento 
GAIT del TGEV era dispensable para la replicación del virus en cultivos celulares. Sin 
embargo, con este tipo de estudios no se puede descartar que el motivo de RNA viral 
pueda tener un pequeño efecto en la replicación del virus que no se detecte de 
forma significativa durante un único ciclo infectivo, pero que le confiera una ventaja 
selectiva al virus parental con respecto a los virus mutantes que pueda ser detectada 
a lo largo de varios ciclos de infección. Con el fin de analizar esta posibilidad, se 
realizaron ensayos de competición entre el virus rTGEV-wt y los virus mutantes 
rTGEV-mutG y rTGEV-mutC. Para ello, se coinfectaron células ST con el virus parental 
y cada uno de los virus mutantes en una proporción virus parental:virus mutante de 
5:1, 1:1 y 1:5, y se dieron 20 pases seriados. En los pases 0, 5, 10, 15 y 20 se tomaron 
muestras de sobrenadante, se clonaron los virus y se secuenciaron 20 clones de cada 
pase para determinar la proporción de virus parental y mutante en cada caso. En 
todos los casos, la proporción entre virus parental y el mutante no varió 
significativamente y se mantuvo constante a lo largo de los pases (Fig. 26), indicando 
que el rTGEV-wt no presentaba ninguna ventaja selectiva respecto de los virus 
mutantes. Estos datos confirmaron que el motivo de RNA similar al elemento GAIT 
era dispensable para la replicación del virus en cultivos celulares. 
sg
m
R
N
A 
7,
 u
. r
el
at
iv
as
 
TIEMPO DESPUÉS DE LA INFECCIÓN, horas 
102 
104 
106 
100 
0 8 11 14 17 
gR
N
A
, u
. r
el
at
iv
as
 
wt 
mutC 
mutG 
102 
104 
106 
100 
0 8 11 14 17 
wt 
mutC 
mutG 
Resultados	   	    
	  78 
 
 
Figura 26. Ensayo de competición entre el virus parental y los virus mutantes. Células ST se 
coinfectaron con los virus rTGEV-wt (azul) y rTGEV-mutG (verde) o rTGEV-wt (azul) y rTGEV-mutC (rojo) 
en una proporción virus parental:virus mutante de 5:1, 1:1 y 1:5. A las 24 hdi se recogió la progenie 
viral y se utilizó para infectar nuevas células. Este procedimiento se repitió durante 20 pases seriados. 
A los pases indicados se determinó la proporción de cada virus mediante la secuenciación de 20 
clones independientes de la progenie viral. No se detectaron diferencias significativas entre las tres 
proporciones analizadas, por lo que solo se muestra el resultado obtenido cuando la coinfección se 
realizó en la proporción virus parental:virus mutante de 1:1. Los datos representan la media de tres 
experimentos independientes, indicándose con barras de error las desviaciones estándar. 
 
 
6. RELEVANCIA DEL MOTIVO DE RNA SIMILAR AL ELEMENTO GAIT EN LA 
MODULACIÓN DE LA RESPUESTA INNATA INMUNE 
El papel fisiológico del elemento GAIT celular es regular en el tiempo la 
respuesta inflamatoria para impedir su exacerbación y persistencia, mediante el 
silenciamiento de la traducción de diversos mRNAs que codifican proteínas 
proinflamatorias. Teniendo en cuenta la implicación del elemento GAIT en la 
modulación de la respuesta inflamatoria y la dispensabilidad del motivo de RNA 
similar al elemento GAIT para la replicación viral en cultivos celulares, se exploró el 
posible papel del motivo de RNA viral en la modulación de la respuesta inflamatoria 
y más concretamente en la respuesta inmune innata del hospedador frente al virus 
TGEV. 
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Con esta finalidad, se infectaron células ST con los virus rTGEV-wt, rTGEV-mutC y 
rTGEV-mutG a una mdi de 3 UFP/célula y se analizó la cinética de expresión de un 
conjunto de citoquinas proinflamatorias (TNF, CCL2, CCL4, CXCL9 y CXCL11) 
mediante RT-qPCR utilizando ensayos TaqMan específicos para los genes porcinos 
(Tabla III). Las citoquinas analizadas se seleccionaron teniendo en cuenta datos 
previos del laboratorio que mostraban su implicación en la respuesta antiviral del 
huésped frente al TGEV (Cruz y col., 2011; Cruz y col., 2013). Para descartar que los 
posibles cambios observados en el patrón de expresión de las citoquinas se debiera a 
un incremento general de la transcripción celular durante la infección, se evaluó la 
expresión del factor de crecimiento transformante β (TGF-β), que está implicado en 
la respuesta inmune del hospedador y su expresión no varía durante la infección del 
TGEV (Cruz y col., 2011; Cruz y col., 2013). Finalmente, también se evaluaron los 
niveles de gRNA y sgmRNA 7 como controles de la síntesis de RNA viral. No se 
observaron cambios significativos en los niveles de gRNA, sgmRNA 7 y TGF-β en 
células infectadas con los virus mutantes con respecto a los niveles detectados en 
células infectadas con el virus parental (Fig. 27, paneles superiores). Por el contrario, 
después de analizar la expresión de los genes proinflamatorios TNF, CCL2, CCL4, 
CXCL9 y CXCL11 durante la infección por los virus rTGEV-wt, rTGEV-mutC y rTGEV-
mutG, además del incremento esperado en la expresión de todas estas citoquinas 
durante la infección con el virus parental con respecto a células no infectadas (Cruz y 
col., 2013), se observó que este incremento era significativamente superior en células 
infectadas con los dos mutantes (entre 2 y 20 veces con respecto a células infectadas 
con el virus parental), siendo éste incremento mayor en el caso de la infección con el 
mutante rTGEV-mutG (Fig. 27). Los resultados obtenidos indicaron que el motivo de 
RNA viral similar al elemento GAIT regulaba la respuesta inmune innata del 
hospedador. 
En la respuesta inmune innata frente a patógenos virales están implicados, 
además de las citoquinas proinflamatorias, los IFNs de tipo I, entre los que destaca el 
IFN-β que controla la expresión de un gran grupo de moléculas efectoras de la 
respuesta antiviral, como son los de genes de respuesta a IFN o ISGs. Con el fin de 
analizar si el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT afectaba también la 
expresión de estas moléculas efectoras, se analizó la cinética de expresión del IFN-β 
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Figura 27. Cinética de expresión de citoquinas proinflamatorias durante la infección por TGEV. 
Se infectaron células ST con los virus rTGEV-wt (azul), rTGEV-mutC (verde) y rTGEV-mutG (rojo) a una 
mdi de 3 UFP/célula, y a los tiempos indicados se cuantificaron los niveles de mRNA de la citoquinas 
proinflamatorias TNF, CCL2, CCL4, CXCL9 y CXCL11 mediante RT-qPCR. En paralelo, se cuantificaron 
los niveles de mRNA del TGF-β y de los RNAs virales gRNA y sgmRNA 7 como controles del 
experimento. En todos los casos, los niveles de RNA cuantificados se normalizaron con los niveles de 
mRNA del gen de la GUS-β y se expresaron en relación a los niveles de RNA en células no infectadas. 
Se indica el número de veces del incremento en los niveles de expresión de los RNAs analizados en 
células infectadas con el virus rTGEV-mutG con respecto a los niveles detectados en células infectadas 
con el virus rTGEV-wt. Los datos representan la media de tres experimentos independientes, 
indicándose con barras de error las desviaciones estándar. ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *, P < 0.05. 
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y de las ISGs MDA5 y RIG-I en células ST infectadas con los virus rTGEV-wt, rTGEV-
mutC y rTGEV-mutG. De forma similar a lo descrito para las citoquinas 
proinflamatorias, se observó un incremento de entre 2 y 4 veces en los niveles de 
mRNA del IFN-β, MDA5 y RIG-I en células infectadas con los mutantes con respecto a 
las infectadas con el virus parental, siendo éste incremento mayor en el caso de la 
infección con el mutante rTGEV-mutG (Fig. 28). Por el contrario no se observaron 
cambios significativos en los niveles de los RNAs virales (gRNA y sgmRNA 7) y del 
mRNA del TGF-β, confirmando que el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT 
interfería con la respuesta inmune innata del hospedador. 
 
Figura 28. Cinética de expresión del IFN-β , MDA5 y RIG-I durante la infección por TGEV. La 
expresión de IFN-β, MDA5 y RIG-I en células ST infectadas con los virus rTGEV-wt (azul), rTGEV-mutC 
(verde) y rTGEV-mutG (rojo) a una mdi de 3 UFP/célula, se analizó a los tiempos indicados mediante 
RT-qPCR. Como controles del experimento, se cuantificaron los niveles de RNA viral (gRNA y sgmRNA 
7) y mRNA del TGF-β. En todos los casos, los niveles de RNA se normalizaron con los del mRNA del gen 
de la GUS-β y se expresaron en relación a los niveles de RNA en células no infectadas. Se indica el 
número de veces del incremento en los niveles de expresión de los RNAs analizados en células 
infectadas con el virus rTGEV-mutG con respecto a los niveles detectados en células infectadas con el 
virus rTGEV-wt. Los datos representan la media de tres experimentos independientes, indicándose con 
barras de error las desviaciones estándar. ***, P < 0.001; **, P < 0.01; *, P < 0.05. 
101 
102 
100 
* 
*** 
*** 
** 
** 
101 
100 
*** 
*** 
*** 
*** 101 
102 
100 
*** 
*** 
** *** 
*** 
*** 
IFN-β MDA5 RIG-I 
102 
104 
106 
100 
102 
100 
mutC 
mutG 
wt 
8 14 11 8 14 11 
gRNA  TGF-β 
8 14 11 8 14 11 8 14 11 
102 
104 
106 
100 
8 14 11 
sgmRNA 7 
1.3 
1.2 1.1
 
1 1.1 1.1 
1.2 
1.2 1.3
 
3 
3.1 
2.1 
2.1 
1.7 
1.2 
2.1 
4.1 
3.4 
R
N
A
, u
ni
da
de
s 
re
la
tiv
as
 
TIEMPO DESPUÉS DE LA INFECCIÓN, horas 
Resultados	   	    
	  82 
7. ESTUDIO DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA 
AFECTADA POR EL MOTIVO DE RNA VIRAL SIMILAR AL ELEMENTO GAIT 
Una vez determinado que el motivo de RNA similar al elemento GAIT interfería 
con la respuesta inmune innata frente al TGEV, se profundizó en el estudio del 
mecanismo de acción del motivo de RNA viral. Para llevar a cabo estos estudios, se 
seleccionó el virus rTGEV-mutG entre los virus mutantes, dado que éste mostró un 
mayor efecto sobre la respuesta inmune innata. 
La respuesta inmune innata inducida por dsRNA está mediada principalmente 
por cuatro familias de receptores celulares específicos o PRRs, los TLRs, la 2’-5’OAS, la 
PKR y los receptores de tipo gen I inducible por acido retinoico (RLRs). Estos sensores 
celulares reconocen el dsRNA y desencadenan varias cascadas de señalización que 
conducen a la inhibición de la traducción, la producción de citoquinas 
proinflamatorias, la síntesis de IFN y en algunos casos la muerte celular (Jensen y 
Thomsen, 2012; Zinzula y Tramontano, 2013). De estos cuatro receptores, los TLRs 
apenas se expresan en fibroblastos (Ishii y col., 2008), como es el caso de las células 
ST, por lo que se analizó el efecto del motivo del RNA viral sobre las vías de 
señalización mediadas por la 2’-5’OAS, la PKR y los RLRs. 
 
7.1. Efecto del motivo de RNA viral similar al elemento GAIT sobre la vía de 
señalización mediada por la 2’-5’OAS 
La 2’-5’OAS se activa por la unión de dsRNA, generando 2’-5’ oligoadenilatos que 
activan a la RNasa L, la cual promueve la degradación de RNAs virales y celulares y 
por lo tanto la inhibición generalizada de la traducción (Hassel y col., 1993; Barral y 
col., 2009; Jensen y Thomsen, 2012). Con el fin de analizar el efecto del motivo de 
RNA viral sobre esta vía de señalización, se infectaron células ST con los virus rTGEV-
wt y rTGEV-mutG y se analizó la degradación general de los RNAs virales y celulares a 
diferentes hdi usando un Bioanalyzer. Aunque en ambos casos se observó una ligera 
degradación del RNA a partir de las 12 hdi, no se detectaron diferencias significativas 
en la degradación del RNA inducida por el virus parental o el mutante (Fig. 29), 
indicando que el motivo de RNA viral no afectaba la vía de señalización mediada por 
la 2’-5’OAS. 
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Figura 29. Análisis de la integridad del RNA durante la infección por TGEV. El RNA total extraído 
de células ST no infectadas (Mock) o infectadas a una mdi de 3 UFP/célula con los virus rTGEV-wt (wt) o 
rTGEV-mutG (mutG), se analizó a los tiempos indicados después de la infección utilizando un 
Bioanalyzer. Se indica la posición de los RNAs ribosómicos 28S y 18S (rRNA 28S y rRNA18S, 
respectivamente). 
 
7.2. Efecto del motivo de RNA viral similar al elemento GAIT sobre la vía de 
señalización mediada por la PKR 
El reconocimiento del dsRNA por la PKR da lugar a su activación, a la fosforilación 
del factor de traducción eIF2α y en consecuencia la inhibición general la síntesis de 
proteínas (Garcia y col., 2007; Nakayama y col., 2010). Así mismo, la PKR también 
promueve la activación de NF-κB y p38 MAPK induciendo la expresión de IFNs de 
tipo I y citoquinas proinflamatorias (Mogensen, 2009). Con el fin de analizar el efecto 
del motivo de RNA viral sobre esta vía de señalización, se infectaron células ST con 
los virus rTGEV-wt y rTGEV-mutG y, se analizó la síntesis de proteínas de novo a 
diferentes hdi mediante marcaje metabólico utilizando una mezcla de metionina y 
cisteína marcadas radiactivamente con 35S. No se observaron diferencias 
significativas en la síntesis de proteínas entre el virus parental y el mutante, y en 
ningún caso se observó una inhibición significativa de la traducción a los tiempos 
analizados (Fig. 30). Estos resultados indicaban que el motivo de RNA viral no 
afectaba la vía de señalización mediada por la PKR. 
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Figura 30. Análisis de la síntesis de proteínas durante la infección por TGEV. Células ST se 
infectaron a una mdi de 5 UFP/célula con los virus rTGEV-wt o rTGEV-mutG . A los tiempos indicados se 
dió un pulso de 2 h con una mezcla de metionina y cisteína marcadas radiactivamente con 35S y las 
proteínas marcadas radiactivamente se analizaron mediante electroforesis en SDS-PAGE y 
autorradiografía. La síntesis de proteínas se cuantificó mediante densitometría de la región 
recuadrada y se expresó en relación a los valores obtenidos en células sin infectar (Mock). A la 
izquierda del gel se indican los marcadores de masa molecular en kDa y a la izquierda del panel la 
posición de las proteínas estructurales del virus S, N y M. 
 
7.3. Efecto del motivo de RNA viral similar al elemento GAIT sobre la vía de 
señalización mediada por los RLRs 
En células no inmunes la producción de citoquinas e IFN está principalmente 
mediada por los RLRs citoplasmáticos RIG-I y MDA5. Estos sensores citoplasmáticos 
reconocen dsRNAs y promueven la activación de los factores de transcripción IRF3/7 
y NF-κB, los cuales se translocan al núcleo y activan la expresión de citoquinas 
proinflamatorias e IFNs de tipo I (Jensen y Thomsen, 2012; Zinzula y Tramontano, 
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2013). En CoVs, se ha descrito que el RNA viral es reconocido principalmente por 
MDA5, aunque también se ha propuesto un papel para RIG-I en determinados tipos 
celulares como los oligodendrocitos (Li y col., 2010). Con el fin de analizar el efecto 
del motivo de RNA viral sobre las vías de señalización mediadas por RIG-I y MDA5, se 
realizaron experimentos de silenciamiento génico utilizando siRNAs específicos para 
MDA5 y RIG-I (Tabla VII).  
Inicialmente, se optimizó la transfección de los siRNAs y los tiempos óptimos 
para el silenciamiento de los genes de las proteínas RIG-I y MDA5. En el caso de RIG-I 
y del control negativo se utilizaron siRNAs previamente validados en células porcinas 
(Husser y col., 2011). Para silenciar MDA5 se evaluaron dos siRNAs, seleccionándose el 
que dio lugar a un mayor nivel de silenciamiento (Tabla VII). En las condiciones 
optimizadas, se necesitaron dos pasos de transfección reversa con 25 nM de siRNA 
para conseguir un silenciamiento significativo tanto a nivel de mRNA como de 
proteína. 
Posteriormente se analizó el efecto del silenciamiento génico de las proteínas 
RIG-I y MDA5, en células infectadas con el virus parental o el mutante sobre los 
niveles del gRNA viral y de los mRNAs del TNF y IFN-β. Para ello, células ST se 
transfectaron dos veces con un intervalo de 48 h con 25 nM de cada siRNA específico, 
o de un siRNA irrelevante como control negativo. A las 24 h después de la segunda 
transfección, las células se infectaron con los virus rTGEV-wt y rTGEV-mutG a una mdi 
de 3 UFP/célula. Transcurridas 12 y 18 hdi (36 y 42 h después de la segunda 
transfección, respectivamente) se recogieron muestras de RNA y proteína total para 
evaluar el silenciamiento génico y su efecto en la síntesis del gRNA viral y en los 
niveles de mRNA del TNF e IFN-β (Fig. 31A). 
El silenciamiento de RIG-I y MDA5 a nivel de mRNA se analizó a las 12 y 18 hdi (36 
y 42 h después de la segunda transfección, respectivamente) mediante RT-qPCR 
utilizando ensayos TaqMan específicos para cada gen (Tabla III), observándose una 
reducción en los niveles de mRNA del 43% y 35%, respectivamente (Fig. 31B). Por 
otra parte, el silenciamiento a nivel de proteína se evaluó a las 18 hdi (42 h después 
de la segunda transfección) mediante Western blot utilizando anticuerpos específicos 
(Tabla IV). En consonancia con los datos obtenidos a nivel de mRNA, se observó una 
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reducción de los niveles de proteína cercana al 50% en ambos casos (Fig. 31C). A 
pesar de que el silenciamiento alcanzado para ambos genes fue modesto, se ha 
descrito en células porcinas que silenciamientos similares eran suficientes para 
observar un efecto en la producción de citoquinas (Husser y col., 2011). 
El efecto del silenciamiento de los genes diana, DDX58 y IFIHI, sobre la síntesis 
del gRNA viral se analizó a las 12 y 18 hdi (36 y 42 h después de la segunda 
transfección, respectivamente), cuantificando los niveles del gRNA de los virus 
rTGEV-wt y rTGEV-mutG mediante RT-qPCR utilizando un ensayo TaqMan específico 
(Tabla II). En las células en las que se había silenciado RIG-I no se observaron 
diferencias en los niveles del gRNA viral con respecto a los niveles detectados en 
células transfectadas con un siRNA irrelevante. Sin embargo, en las células en las que 
se había silenciado MDA5, se observó un incremento en los niveles del gRNA para 
ambos virus, siendo este muy superior en el caso del virus rTGEV-mutG (Fig. 31D, 
panel izquierdo). Finalmente, se analizaron los niveles de mRNA del IFN-β y del TNF 
mediante RT-qPCR utilizando ensayos Taqman específicos para dichos genes (Tabla 
III). En concordancia con los datos obtenidos previamente (Figs. 27 y 28), en células 
no silenciadas se observó una mayor inducción en la expresión de IFN-β y del TNF en 
células infectadas con el virus mutante que en células infectadas con el virus parental 
(Fig. 31D, paneles derechos). Por otra parte, cuando se silenció RIG-I, los niveles de 
citoquinas inducidos por el virus rTGEV-mutG seguían siendo significativamente 
mayores que los inducidos por virus parental, mientras que cuando se silenció MDA5 
estas diferencias desaparecían (Fig. 31D, paneles derechos). En su conjunto, estos 
datos indicaban que el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT afectaba a la vía 
de señalización de la respuesta inmune innata mediada por MDA5. 
En base a los datos obtenidos de los ensayos de silenciamiento génico, sería de 
esperar que en un ensayo de sensibilidad a IFN se observará una mayor 
susceptibilidad del virus mutante que del virus parental al IFN. Con el fin de 
determinar si este postulado era correcto, células ST se trataron con IFN-β porcino 
durante 16 h para inducir la sobreexpresión de los sensores citoplasmáticos RIG-I y 
MDA5, o se dejaron sin tratar. Posteriormente, las células no tratadas y las tratadas se 
infectaron con los virus rTGEV-wt o rTGEV-mutG. A las 8 hdi de la infección se recogió 
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Figura 31. Efecto del silenciamiento de MDA5 y RIG-I en la producción de TNF e IFN-β  durante 
las infecciones con rTGEV-wt y rTGEV-mutG. (A) Diseño experimental. Se muestra el esquema del 
procedimiento experimental, donde el tiempo hace referencia a las horas después de la primera 
transfección (hdt) con los siRNAs. Células ST se transfectaron (T1) con un siRNA irrelevante como 
control negativo y con los siRNAs específicos frente a RIG-I y MDA5 (Tabla VII). A los tiempos indicados, 
las células se retransfectaron con los mismos siRNAs (T2), se infectaron con los virus rTGEV-wt y rTGEV-
mutG, y finalmente se tomaron muestras de proteína y RNA total para evaluar el silenciamiento 
génico, la producción viral y los niveles de mRNA del IFN-β y del TNF. (B) Análisis del silenciamiento 
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génico a nivel de mRNA. El porcentaje del mRNA después del silenciamiento de RIG-I y MDA5 se 
cuantificó a los tiempos indicados mediante RT-qPCR, en comparación con los niveles de referencia en 
células transfectadas con un siRNA irrelevante. (C) Análisis del silenciamiento génico a nivel de 
proteína. Los niveles de proteína después del silenciamiento de RIG-I y MDA5 se cuantificaron 
mediante Western blot a las 42 h después de la segunda transfección (18 hdi) con los siRNAs frente a 
RIG-I y MDA5 (siRIG-I y siMDA5, respectivamente) en comparación con los niveles de referencia en 
células transfectadas con un siRNA irrelevante (siNEG). Se determinaron los niveles de β-actina como 
control de carga. (D) Efecto del silenciamiento de RIG-I y MDA5 en la producción del gRNA viral, IFN-β 
y TNF. Los niveles del gRNA viral y de los mRNAS específicos del IFN-β y del TNF se cuantificaron 
mediante RT-qPCR en células infectadas con los virus rTGEV-wt (wt) o rTGEV-mutG (mutG), y 
transfectadas con un siRNA control (siNEG, azul) o siRNAs específicos para RIG-I (siRIG-I, rojo) y MDA5 
(siMDA5, verde). Los niveles del gRNA viral se expresan como porcentaje con respecto a células no 
silenciadas e infectadas (panel izquierdo). Los niveles de mRNA del IFN-β y del TNF se expresan 
relativizados a los niveles observados en células no silenciadas y no infectadas. En todos los casos, los 
niveles de RNA cuantificados se normalizaron con los niveles de mRNA del gen de la GUS-β, el cual se 
usó como control interno. Los datos representan la media de tres experimentos, indicándose con 
barras de error las desviaciones estándar. ***, P < 0.001. 
 
el RNA total para analizar los niveles de RIG-I, MDA5 y gRNA viral mediante RT-qPCR 
utilizando ensayos TaqMan específicos (Tablas II y III). Antes de analizar los niveles del 
gRNA viral, se cuantificaron los niveles de mRNA de RIG-I y MDA5, observándose que 
ambos sensores se habían sobreexpresado después del tratamiento con IFN-β, como 
se podría preveer (Fig. 32, panel izquierdo). Cuando se cuantificaron los niveles del 
gRNA para los virus parental y mutante, se observó una reducción significativa de los 
niveles de gRNA en células tratadas con IFN-β respecto a células no tratadas, siendo 
esta reducción significativamente mayor en el caso del virus mutante rTGEV-mutG 
(Fig. 32, panel derecho), confirmando que el virus mutante era más sensible a IFN 
que el virus parental. 
En su conjunto, los datos obtenidos indicaban que el motivo de RNA viral similar 
al elemento GAIT interfería con la respuesta inmune innata afectando la vía de 
señalización mediada por el sensor citoplasmático MDA5. 
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Figura 32. Sensibilidad a IFN-β  de los virus rTGEV-wt y rTGEV-mutG. Células ST se trataron (rojo) o 
no (azul) con 4 ng/106 células de IFN-β durante 16 h y posteriormente se infectaron con los virus 
rTGEV-wt (wt) y rTGEV-mutG (mutG) a una mdi de 3 UFP/célula. A las 8 hdi, se extrajo el RNA total, se 
cuantificaron los niveles del gRNA viral mediante RT-qPCR, y éstos se expresaron en relación con los 
obtenidos en células infectadas y no tratadas con IFN-β	  (panel	  derecho). Como control del tratamiento 
con IFN-β,	   se	   cuantificaron	   los	   niveles	   de	  mRNA	  de	   los	   sensores	  RIG-­‐I	   y	  MDA5 (panel izquierdo). En 
todos los casos, los niveles de RNA cuantificados se normalizaron con los niveles de mRNA del gen de 
la GUS-β, el cual se usó como control interno. Los datos representan la media de tres experimentos, 
indicándose con barras de error las desviaciones estándar. *, P < 0.05. 
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VI. DISCUSIÓN 
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Los virus son parásitos intracelulares obligados que dependen del hospedador 
para completar la mayoría de las etapas de su ciclo infectivo donde intervienen un 
número considerable de proteínas celulares. Este fenómeno es especialmente 
importante en los virus RNA, dada su limitada capacidad codificante. Por lo tanto, la 
identificación y caracterización funcional de proteínas celulares implicadas en la 
replicación viral constituye actualmente una de las principales áreas de investigación 
en virología, con el fin de desarrollar nuevas estrategias antivirales para combatir las 
enfermedades virales. Esta tesis doctoral se ha centrado fundamentalmente en el 
estudio de proteínas celulares implicadas en la replicación de CoVs utilizando como 
modelo el virus TGEV. En este estudio se ha demostrado un papel funcional de las 
proteínas EPRS y RRS en la replicación del TGEV y se ha identificado y caracterizado el 
motivo de RNA del genoma viral que interacciona con ambas aminoacil tRNA 
sintetasas. Este motivo de RNA se localiza a 410 nt del extremo 3’ del genoma, y 
presenta una elevada homología en secuencia y estructura secundaria con el 
elemento GAIT celular. De forma similar a lo descrito para el elemento GAIT, este 
motivo de RNA viral inhibe la traducción in vitro de un mRNA quimérico cuando este 
motivo está presente en su extremo 3’ UTR, indicando que el motivo de RNA viral se 
comporta como el elemento GAIT celular in vitro. Finalmente, una aportación 
novedosa de esta tesis es que el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT 
interfiere con la respuesta inmune innata del hospedador afectando la vía de 
señalización mediada por el sensor citoplasmático MDA5. 
 
1. ESTUDIO DE LAS PROTEÍNAS CELULARES IMPLICADAS EN LA REPLICACIÓN DE 
CoV 
En la replicación de CoV presumiblemente intervienen proteínas celulares, 
análogamente a lo que se ha descrito para otros virus RNA de cadena positiva. En 
CoV, la identificación de proteínas celulares implicadas en replicación se ha realizado 
fundamentalmente en base a su interacción con los extremos del genoma, los cuales 
contienen las señales en cis necesarias para la replicación del genoma viral. En este 
sentido, recientemente en nuestro laboratorio se han identificado nueve proteínas 
celulares que interaccionan específicamente con el extremo 3’ del genoma viral, 
entre las que se incluyen varias hnRNPs (A1, A0, A2B1, Q y U), los factores de 
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traducción PABP, EPRS y RRS, y el coactivador transcripcional p100 (Galan y col., 
2009). La relevancia funcional de estas proteínas se analizó mediante silenciamiento 
génico, determinándose que las proteínas hnRNP Q, EPRS y PABP juegan un papel 
positivo en la síntesis de RNA de CoV y en la producción viral (Galan y col., 2009). En 
esta tesis doctoral, estos estudios funcionales se han ampliado a las proteínas RRS y 
p100. Estos estudios mostraron que el silenciamiento de la expresión de estas 
proteínas causaba una reducción de entre 2 y 3 veces en la síntesis de RNA y en la 
producción viral, indicando que al igual que las proteínas hnRNP Q, EPRS y PABP, la 
RRS y la p100 tenían un papel positivo en la infección por TGEV, posiblemente 
mediado por su interacción con el extremo 3’ del genoma. Aunque el efecto 
observado en la síntesis del RNA viral y en los títulos virales fue moderado, estos 
resultados fueron muy similares cuantitativamente a los obtenidos en otros sistemas 
virales (Hara y col., 2009; Pettit Kneller y col., 2009). Este es el primer estudio donde se 
describe la implicación de la RRS en el ciclo infectivo de un virus. 
Teniendo en cuenta la función canónica en traducción de la RRS y otras 
aminoacil tRNA sintetasas como la EPRS, se podría especular que la unión de la EPRS 
y la RRS al extremo 3’ del genoma viral descrita en esta tesis podría constituir una 
estrategia para secuestrar enzimas importantes del proceso de traducción y de este 
modo competir con los mRNAs celulares por la maquinaria de traducción. Además de 
su función en la síntesis de proteínas, las aminoacil tRNA sintetasas de vertebrados 
han adquirido durante la evolución una variedad de funciones adicionales no 
canónicas relacionadas con procesos de señalización, respuesta a estrés y regulación 
transcripcional, entre otras (Ibba y Soll, 2000; Guo y Schimmel, 2013). En este sentido, 
los virus han reclutado este tipo de enzimas para llevar a cabo otras funciones 
esenciales no relacionadas con la síntesis de proteínas (Dewan y col., 2014). Así, se ha 
descrito que en algunos retrovirus las aminoacil tRNA sintetasas se encapsidan junto 
con sus correspondientes tRNAs para facilitar e iniciar el proceso de replicación (Cen 
y col., 2002), que en algunos virus de plantas catalizan la aminoacilación de dominios 
de RNA similares al tRNA en el extremo 3’ del genoma con el fin de regular la 
replicación viral (Dreher, 2009), y que algunos virus DNA de gran tamaño las 
codifican en su genoma (Abergel y col., 2007). En este sentido la EPRS y la RRS 
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podrían estar implicadas en diferentes procesos esenciales del ciclo infectivo de CoV, 
como traducción, replicación y transcripción. 
 
2. IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL MOTIVO DE RNA QUE 
INTERACCIONA CON LAS PROTEÍNAS CELULARES EPRS Y RRS 
Con el fin de obtener información acerca del mecanismo de acción de las 
proteínas celulares implicadas en la síntesis de RNA de CoV, se procedió a analizar los 
dominios de RNA del extremo 3’ del genoma viral que interaccionaban con estas 
proteínas. Como consecuencia de estos estudios se identificó una secuencia de 32 nt, 
localizada a 410 nt del extremo 3’ del genoma, que interaccionaba específicamente 
con las aminoacil tRNA sintetasas EPRS y RRS. La caracterización in vitro de esta 
interacción mostró que ésta era directa y que ambas proteínas interaccionaban 
durante la infección con el gRNA y los sgmRNAs, como cabría esperar por la 
presencia de esta secuencia de RNA en todos los RNAs virales. Por otra parte, se 
observó que ambas proteínas se incorporaban en la partícula viral, posiblemente por 
su interacción con el gRNA viral, si bien se desconoce el papel funcional de este 
fenómeno. Recientemente, se ha descrito que otras proteínas virales y celulares 
implicadas en la síntesis de RNA de CoV se incorporan en la partícula viral (Nogales, 
2012; Nogales y col., 2012), al igual que la EPRS y la RRS. Teniendo en cuenta la 
implicación de estas proteínas en la síntesis de RNA de CoV, se ha propuesto que 
estas proteínas virales y celulares encapsidadas podrían formar parte de un CRT 
encargado de llevar a cabo al inicio de la infección una primera amplificación del 
genoma viral antes de su traducción y de este modo asegurar la infección al disponer 
de varias copias del genoma viral (Nogales, 2012; Nogales y col., 2012). 
Una aportación novedosa de esta tesis, fue la observación de que el domino de 
RNA que interaccionaba con las proteínas EPRS y RRS presentaba una alta homología 
en secuencia y estructura secundaria con el elemento GAIT celular que se localiza en 
el 3’ UTR de diversos mRNAs que codifican proteínas proinflamatorias 
(Mukhopadhyay y col., 2009). Los monocitos y macrófagos actúan como primera 
línea de defensa celular frente a la invasión de microorganismos y para ello sintetizan 
citoquinas y quimioquinas. Sin embargo, una producción excesiva de estos factores 
puede tener efectos nocivos en el hospedador, por lo que existen diversos 
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mecanismos dirigidos a regular la producción de estos factores y resolver los 
procesos inflamatorios. Uno de estos mecanismos de regulación de la inflamación es 
el sistema del GAIT, descrito inicialmente en monocitos y macrófagos 
(Mukhopadhyay y col., 2009). En este sistema, después del estímulo del IFN-γ se 
ensambla el complejo proteico GAIT (constituido por las proteínas EPRS, hnRNP Q, 
L13a y GAPDH), que a través de la EPRS se une al elemento GAIT presente en el 3’ 
UTR de diversos mRNAs que codifican proteínas proinflamatorias, inhibiendo la 
traducción de estos mRNAs sin afectar la traducción global de la célula 
(Mukhopadhyay y col., 2009; Mazumder y col., 2010; Gebauer y col., 2012). De forma 
similar a lo descrito para el elemento GAIT celular, en esta tesis se ha determinado 
que el motivo de RNA viral era capaz de unir el complejo GAIT e inhibir la traducción 
in vitro de un mRNA quimérico que contenía este motivo en su región 3’ UTR. Estos 
datos indicaron que el motivo de RNA viral que interacciona con las proteínas EPRS y 
RRS es un motivo funcionalmente similar al elemento GAIT celular, constituyendo la 
primera evidencia de la existencia de un motivo de RNA similar al elemento GAIT en 
un virus RNA de polaridad positiva. 
En base a los resultados obtenidos, se podría postular que la EPRS y/o la RRS 
podrían formar parte de un complejo proteico que regulase la traducción viral a 
través de su interacción directa con el dominio de RNA similar al elemento GAIT. Con 
el fin de analizar esta posibilidad, se generaron dos virus recombinantes con 
mutaciones en el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT que eliminaban 
parcial (rTGEV-mutC) o totalmente (rTGEV-mutG) la interacción con las dos aminoacil 
tRNA sintetasas, y se analizó el crecimiento en cultivos celulares de los virus 
recombinantes en comparación con el virus parental. No se observaron diferencias 
significativas entre los virus mutantes y el virus parental en cuanto al tamaño de 
placa, la cinética de crecimiento, la síntesis de RNA y la producción viral. Además, no 
se detectó ninguna ventaja selectiva del virus nativo con respecto a los mutantes en 
experimentos de competición. Estos resultados indicaban que el motivo de RNA viral 
similar al elemento GAIT era dispensable para el crecimiento del virus en cultivos 
celulares y, por consiguiente, que el motivo de RNA viral no afectaba 
significativamente a la traducción viral, sugiriendo que en el contexto de la infección 
el motivo de RNA viral estaría actuando de forma diferente a lo descrito para el 
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elemento GAIT celular. Sin embargo, el hecho de que el motivo de RNA viral sea 
dispensable para la replicación viral en cultivos celulares no descarta que este tenga 
una función relevante para la replicación del virus in vivo. Esta posibilidad se está 
analizando actualmente en el laboratorio en el modelo porcino. 
 
3. ESTUDIO DEL PAPEL DEL MOTIVO DE RNA SIMILAR AL ELEMENTO GAIT EN LA 
MODULACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA  
Una vez confirmada la dispensabilidad del motivo de RNA viral similar al 
elemento GAIT para la replicación del virus en cultivos celulares, se analizó el posible 
papel de este motivo en la modulación de la respuesta inflamatoria y en la respuesta 
inmune innata. La respuesta inmune innata es la primera línea de defensa antiviral y 
su activación promueve la síntesis de citoquinas proinflamatorias e IFNs de tipo I 
para combatir las infecciones virales (Totura y Baric, 2012). En virus RNA, el dsRNA es 
el principal PAMP que desencadena la activación de un mecanismo antiviral que 
conduce a la inhibición de la traducción, la inducción transcripcional de genes 
antivirales, y a la muerte celular (Jensen y Thomsen, 2012; Zinzula y Tramontano, 
2013). En el caso de CoVs, el dsRNA está presente a lo largo del genoma en regiones 
altamente estructuradas, o se puede generar como un intermediario de la replicación 
o transcripción del genoma viral (Brian y Baric, 2005; Sola y col., 2011b; 2008; Sawicki 
y col., 2001). En este trabajo se ha determinado que la infección con los virus 
recombinantes conteniendo el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT mutado 
estimulaba la expresión exacerbada de citoquinas proinflamatorias, IFN-β y de las 
ISGs RIG-I y MDA5, en comparación con la infección con el virus parental, indicando 
que el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT interfería con la respuesta 
inmune innata. Entre los virus mutantes, el rTGEV-mutG indujo una respuesta mayor 
que el rTGEV-mutC. Esta diferencia se puede explicar por el número y la naturaleza 
de las mutaciones introducidas, que en el caso del rTGEV-mutG son más drásticas y 
afectan fuertemente tanto a la estructura del motivo de RNA viral como a la 
interacción con las proteínas EPRS y RRS. Los datos de inducción obtenidos fueron 
similares o incluso superiores a los descritos en otros estudios con CoV y otros virus 
RNA (Zinzula y Tramontano, 2013). Sin embargo, a diferencia de otros virus RNA en 
los que se ha descrito que la presencia de dominios de RNA estructurados en sus 
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genomas inducen la respuesta inmune innata estimulada por dsRNA (Saito y col., 
2008; Uzri y Gehrke, 2009; Rodríguez Pulido y Sáiz, 2013; Feng y col., 2014), los datos 
obtenidos en esta tesis indican que el motivo de RNA similar al elemento GAIT del 
TGEV interfiere con la respuesta inmune innata inducida por la infección viral. Por 
otra parte, el estudio realizado en esta tesis adquiere una mayor relevancia, ya que 
este se ha llevado a cabo en el contesto de la infección, a diferencia de los estudios 
descritos en otros virus, los cuales se han realizado mediante transfecciones de RNAs 
purificados. 
A continuación, se analizó la vía de señalización de la respuesta inmune innata 
que se modulaba por el motivo de RNA similar al elemento GAIT. La respuesta 
inmune innata inducida por dsRNA está mediada principalmente por los TLRs, los 
sensores citoplasmáticos RIG-I y MDA5, y en menor medida por la 2’-5’OAS y la PKR. 
Después del reconocimiento del dsRNA, estos mediadores desencadenan varias 
cascadas de señalización que conducen principalmente a la inhibición de la 
traducción, la producción de citoquinas proinflamatorias y la síntesis de IFN (Jensen y 
Thomsen, 2012; Zinzula y Tramontano, 2013). De las cuatro vías de señalización, la 
mediada por los TLRs se descartó inicialmente teniendo en cuenta que estos 
receptores apenas se expresan en células de tipo fibroblasto como son las células ST 
donde se ha realizado el estudio. Al analizar las otras tres vías de señalización se 
comprobó que el motivo de RNA viral similar al elemento GAIT interfería con la 
respuesta inmune innata afectando la vía de señalización mediada por el sensor 
citoplasmático MDA5. Los resultados obtenidos en esta tesis están en consonancia 
con estudios realizados en otros CoVs como MHV, HCoV-229E y SARS-CoV, donde se 
describe que la respuesta antiviral frente al RNA viral está mediada principalmente 
por MDA5 (Zust y col., 2011; Menachery y col., 2014). Sin embargo, esta es la primera 
vez que se identifica un motivo de RNA concreto como responsable de tal efecto. 
En cuanto al mecanismo de acción del motivo de RNA similar al elemento GAIT, 
se podría postular que este motivo de RNA podría actuar directamente sobre MDA5, 
previniendo su activación y posterior señalización. En este sentido, las mutaciones 
introducidas en el motivo de RNA viral que afectan la estructura secundaría del 
mismo podrían afectar a la posible interacción del motivo de RNA viral con MDA5 y, 
de este modo, permitir la activación de MDA5 mediada por el motivo de RNA viral 
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mutado u otro dsRNA. Esta hipótesis estaría en línea con el mecanismo descrito 
recientemente en adenovirus para contrarrestar la respuesta inmune innata. Los 
adenovirus transcriben un RNA no codificante, denominado VAI, que presenta una 
estructura secundaria con forma de horquilla muy conservada entre los distintos 
serotipos. Esta estructura interacciona con la PKR evitando su dimerización y en 
consecuencia su activación (Carnero y col., 2011; Launer-Felty y Cole, 2014). 
Alternativamente, la interacción con las proteínas EPRS y RRS podría enmascarar 
el motivo de RNA viral, haciéndolo inaccesible a los sensores celulares de dsRNA, 
como MDA5, y de este modo evitar la activación de la respuesta inmune innata. En 
este sentido, las mutaciones introducidas en el motivo de RNA similar al elemento 
GAIT que conllevan la perdida de la interacción con las proteínas EPRS y RRS, 
permitirían que el motivo de RNA fuese detectado por MDA5 induciendo una 
respuesta antiviral mas fuerte y rápida, como la observada durante la infección con el 
virus rTGEV-mutG. En línea con esta hipótesis, la incorporación en la partícula viral de 
las proteínas EPRS y RRS observada en este trabajo, permitiría mantener oculto el 
dominio de RNA similar al elemento GAIT al inicio de la infección y de este modo 
evitar su reconocimiento durante el proceso de entrada y desensamblaje de la 
partícula viral. Hasta la fecha, esta sería la primera vez que se propone que una 
proteína celular enmascaría un dominio de RNA viral para evadir la respuesta 
antiviral. Se han descrito mecanismos de acción similares en virus RNA de polaridad 
negativa como el virus de la gripe o el del ébola. Sin embargo, en ambos casos se 
trata de una proteína viral en lugar de una proteína celular la que interacciona con 
un motivo de dsRNA presente en el genoma viral impidiendo el reconocimiento de 
estos motivos de dsRNA por los sensores celulares de la respuesta inmune innata 
(Zinzula y Tramontano, 2013). 
La identificación del motivo de RNA similar al elemento GAIT del TGEV y su 
función en la modulación de la respuesta inmune innata puede ser de gran 
relevancia para otros CoVs humanos altamente virulentos como el SARS-CoV y MERS-
CoV. De hecho, se han identificado posibles motivos de RNA similares al elemento 
GAIT en la región 3’ UTR del genoma del SARS-CoV y del MERS-CoV mediante análisis 
bioinformáticos basados tanto en la secuencia como en la estructura del elemento 
GAIT celular (Fig 33). La homología a nivel de secuencia de estos motivos con el GAIT 
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de la Cp no es tan elevada como la descrita para el motivo de RNA viral del TGEV, sin 
embargo, todos ellos presentan una estructura secundaría similar (Fig. 33), 
sugiriendo que la presencia de un motivo de RNA similar al elemento GAIT en el 
genoma viral pueda ser una característica común de todos los CoVs. 
Actualmente, se está analizando el papel del motivo de RNA viral similar al 
elemento GAIT en patogénesis y si los motivos de RNA candidatos del SARS-CoV y 
del MERS-CoV tienen la misma función que el homólogo del TGEV. 
 
 
 
 
Figura 33. Conservación del motivo de RNA similar al elemento GAIT del TGEV en otros CoVs. En 
la parte superior de la figura se muestra el alineamiento de las secuencias del elemento GAIT de la Cp 
(Cp-GAIT), del motivo de RNA similar al elemento GAIT del TGEV (TGEV-GAIT) y de los motivos 
predichos mediante análisis bioinformático del SARS-CoV (SARS-GAIT) y del MERS-CoV (MERS-GAIT). A 
ambos lados de la secuencia se indica la posición genómica de los motivos de RNA virales. Los 
nucleótidos conservados en al menos dos secuencias se indican con cajas azules. En la parte inferior 
de la figura se muestra la estructura secundaria predicha para los cuatro motivos de RNA. 
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1. Se ha demostrado que las proteínas p100 y RRS tienen un papel positivo en la 
síntesis del RNA viral y en la producción viral de forma similar a las proteínas 
hnRNP Q, EPRS y PABP. 
2. La interacción de la proteína PABP con el extremo 3’ del genoma viral está 
mediada por la cola de poliA, mientras que la interacción de las proteínas 
EPRS, RRS, p100 y las hnRNPs A0, A1, Q y U es independiente de la cola de 
poliA. 
3. Se ha identificado el motivo de RNA del extremo 3’ del genoma viral que 
interacciona con las aminoacil tRNA sintetasas EPRS y RRS. Este motivo 
consiste en una secuencia de RNA de 32 nt localizada a 410 nt del extremo 3’ 
del genoma que está presente tanto en el gRNA como en los sgmRNAs 
virales. Se ha demostrado que esta interacción se da in vitro y en el contexto 
de la infección mediante ensayos de cromatografía de afinidad a RNA e 
inmunoprecipitación de RNA asociado a proteínas, respectivamente. 
4. Las proteínas EPRS y RRS se incorporan en la partícula viral, posiblemente a 
través de su interacción con el gRNA viral. 
5. El motivo de RNA que interacciona con las aminoacil tRNA sintetasas presenta 
una alta homología en secuencia y estructura secundaria con el elemento 
GAIT celular que se localiza en el 3’ UTR de diversos mRNAs que codifican 
proteínas proinflamatorias. Este motivo de RNA viral es funcionalmente 
análogo al GAIT celular dado que en presencia del complejo GAIT inhibe la 
traducción in vitro de mRNAs que contienen este motivo en su región 3’ UTR.  
6.  El motivo de RNA viral similar al elemento GAIT no es esencial para la 
replicación del TGEV en cultivos celulares.  
7. El motivo de RNA viral interfiere con la respuesta inmune innata afectando la 
vía de señalización mediada por el sensor citoplasmático MDA5.  
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8. Se han identificado motivos de RNA similares al elemento GAIT en la región 3’ 
UTR del SARS-CoV y del MERS-CoV mediante análisis bioinformáticos, 
sugiriendo que la presencia de este motivo de RNA viral puede ser una 
característica común a todos los CoV. 
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